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1 UVOD 
 
Echinococcus granulosus sensu lato (s. l.) ali pasja trakulja je parazit, ki pri ljudeh 
povzroča bolezen, imenovano cistična ehinokokoza (CE) ali hidatidoza. Trakulja je velika 
od 2 do 7 mm in se nahaja v tankem črevesu končnega gostitelja, najpogosteje psa in 
drugih živali iz družine psov. Odrasla pasja trakulja leže jajčeca, ki se z iztrebkom 
končnega gostitelja sprostijo v okolje (Logar in sod., 2008). Z naključnim zaužitjem jajčec 
se okužijo vmesni gostitelji, najpogosteje govedo, ovce, koze, prašiči in konji, lahko tudi 
ljudje. Ob okužbi se iz jajčeca izleže ličinka ali onkosfera, ki predre črevesno steno 
vmesnega gostitelja. Ličinka nato po krvnem obtoku potuje najpogosteje do jeter ali pljuč. 
Iz ličinke se razvije hidatidna cista, ki raste različno hitro. V cisti se nahajajo 
protoskoleksi, iz katerih se ob zaužitju ciste v končnem gostitelju razvije odrasla oblika 
trakulje (Agudelo Higuita in sod., 2016). Hidatidoza poteka brez simptomov več let, dokler 
cista zaradi svoje velikosti ne začne vplivati na delovanje prizadetega in sosednjih 
organov. Običajno jo odkrijemo naključno zaradi drugih preiskav. V diagnostiki se 
najpogosteje uporabljajo slikovne preiskave z ultrazvokom, magnetno resonanco in 
računalniško tomografijo, kjer lahko opazujemo velikost, število in značilnosti cist. Prav 
tako uporabljamo tudi imunološka testiranja, s katerimi ugotavljamo prisotnost specifičnih 
protiteles proti antigenom trakulje v bolnikovem serumu. Glede na število cist in njihove 
značilnosti izberemo primerno zdravljenje. V primeru manjših cist zdravimo CE s 
kemoterapevtikoma albendazol ali mebendazol, če so ciste večje, pa se poslužujemo 
metode PAIR (angl. puncture, aspiration, injection, reaspiration) ali kirurške odstranitve 
ciste (Pakala in sod., 2016). Pasja trakulja E. granulosus s. l. je prisotna na vseh 
kontinentih, najvišja prevalenca je v Rusiji, na Kitajskem, v Afriki, Avstraliji in Južni 
Ameriki. V Evropi je prisotna v vseh državah razen na Irskem, Islandiji in na Danskem. V 
Sloveniji večina serološko pozitivnih bolnikov prihaja iz vzhodnega dela države, kjer je 
kmetijstvo najbolj intenzivno (Logar in sod., 2008). 
 
Echinococcus granulosus s. l. delimo v več genotipov, ki se med seboj razlikujejo po 
bioloških in morfoloških značilnosti ter po geografski razširjenosti, patogenezi ter vrstah 
vmesnih in končnih gostiteljev. Zaradi teh značilnosti so nekateri genotipi pridobili status 
samostojne vrste (McManus in Smyth, 1986; Thompson in Lymbery, 1995; Sharifiyazdi in 
sod., 2011). Genotipe označujemo z oznakami G1-G10. Genotipe z oznako od G1 do G3 
imenujemo E. granulosus sensu stricto (s. s.), genotip G4 E. equinus, genotip G5 E. 
ortleppi, genotipe od G6-G10 pa E. canadensis. Genotipa G6 in G7 zaradi uvedbe nove 
terminologije imenujemo E. intermedius (Thompson, 2017), vendar večina svetovne 
literature uporablja še staro poimenovanje, torej E. canadensis, zato bomo slednje navajali 
v magistrski nalogi. Ločimo tudi genotip E. felidis, ki nima oznake G. Genetske analize, s 
katerimi lahko E. granulosus s. l. uvrstimo v genotipe so pomembne za razumevanje 
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prenosa trakulje med končnimi in vmesnimi gostitelji ter ljudmi (Alvarez Rojas in sod., 
2014). 
 
1.1 NAMEN DELA  
 
Namen magistrskega dela je bil vzpostaviti genotipizacijsko metodo, ki bi omogočala 
razločevanje med različnimi genotipi Echinococcus granulosus s. l. in ugotoviti, s katerimi 
genotipi so bili okuženi bolniki, katerih vsebine ehinokoknih cist so bile shranjene v 
Laboratoriju za parazitologijo Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani. V raziskavo smo vključili 15 punktatov ehinokoknih cist 
enakega števila bolnikov. Prav tako je bil namen ugotoviti genotip E. granulosus s. l. iz 
vsebin cist prašičev, dobljenih z Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. V raziskavo 
smo vključili 5 ehinokoknih cist enakega števila prašičev.  
 
Cilji naloge: 
Vpeljati želimo molekularno biološko metodo, ki bo omogočala ugotavljanje okužb z 
Echinococcus granulosus s. l. in določevanje genotipov pri bolnikih s cistično 
ehinokokozo ter spremljanje pojavljanja posameznih genotipov pasje trakulje v Sloveniji. 
Ugotoviti želimo tudi genotip E. granulosus, ki povzroča cistično ehinokokozo pri 
prašičih.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Pričakujemo, da bomo z genotopizacijsko metodo pri vseh bolnikih s cistično 
ehinokokozo ugotovili okužbo z Echinococcus granulosus genotipa G1, saj je 
slednji najpogostejši povzročitelj CE v svetu. 
 Pričakujemo, da bomo z genotopizacijsko metodo pri vseh vzorcih ehinokoknih cist 
prašičev dokazali vrsto Echinococcus canadensis, saj ta vrsta najpogosteje 
povzroča CE pri prašičih.  
 Predvidevamo, da bomo z genotipizacijo Echnococcus granulosus s. l. na osnovi 
izbranih lokusov uspešno prepoznali in razlikovali posamezne genotipe teh trakulj.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZGODOVINSKI PREGLED 
 
Ehinokokoza ljudi in živali, ki jo povzročajo trakulje iz rodu Echinococcus, je poznana že 
od antike, opisal jo je tudi Hipokrat. Sprva je bilo za trakulje iz tega rodu 85 različnih 
poimenovanj, ki so izhajala iz različnih morfoloških oblik in vmesnih ter končnih 
gostiteljev parazita (Abuladze, 1964). Prvo veljavno poimenovanje je uvedel Batsch leta 
1786, ki je pasjo trakuljo poimenoval Hydatigena granulosa. Za tem je leta 1801 Rudolphi 
vpeljal rod Echinococcus, katerega ime se nanaša na majhne okrogle protoskolekse, ki se v 
vmesnem gostitelju nahajajo v larvalni stopnji oz. ehinokokni cisti parazita. Nevedoč, da 
so protoskoleksi v cisti le ena od razvojnih oblik trakulje, je leta 1808 odraslo obliko 
trakulje v psu poimenoval Taenia cateniformis. Leta 1856 je Beneden podrobno opisal 
odraslo obliko pasje trakulje in jo poimenoval Taenia nana. Za tem sta Siebold in 
Küchenmeister (1853) eksperimentalno dokazala povezavo med cistami in odraslimi 
trakuljami tako, da sta pse hranila z ehinokoknimi cistami iz ovac. Konec 19. stoletja se je 
za vse življenjske oblike pasje trakulje uveljavilo poimenovanje Echinococcus granulosus, 
vendar so se sinonimi kot je Taenia echinococcus obdržali še kar nekaj časa (Tappe in 
sod., 2010). 
 
2.2 BIOLOŠKE ZNAČILNOSTI 
 
2.2.1 Morfologija trakulj iz rodu Echinococcus  
 
Odrasla trakulja iz rodu Echinococcus meri od 2 mm do 1 cm. Zgrajena je iz skoleksa, 
vratu in proglotid (Slika 1). Skoleks je pritrjevalni organ trakulje, ki je sestavljen iz 4 
priseskov in izrastka oz. rosteluma z dvema vrstama kaveljcev. Proglotide se nahajajo na 
zadnjem delu telesa, njihovo število variira od 3 do 5, odvisno od vrste trakulje. Trakulja je 
hermafrodit. Ima reproduktivne kanale, ki se odpirajo skozi genitalno poro. Proglotide, ki 
se nahajajo takoj za vratom, so nezrele. Za njimi se nahajajo zrele proglotide, ki ne 
vsebujejo jajčec. Na zadnjem delu trakulje se nahajajo gravidne proglotide. Uterus v njih 
se po oploditvi razširi in, ko se v njem jajčeca popolnoma razvijejo, zasede večji del 
gravidne proglotide. Število proglotid, oblika venca kaveljcev na rostelumu, lokacija 
genitalne pore in oblika hermafroditnih reproduktivnih organov se nekoliko razlikujejo 
med različnimi vrstami trakulj iz rodu Echinococcus (Rausch in sod., 1972; Eckert in sod., 
2001). 
 
Jajčeca trakulje izločajo v okolje (lahko skupaj z deli proglotid) z iztrebki končnega 
gostitelja. So ovalne oblike, velika od 30 do 40 µm in so takoj infektivna. Sestavljena so iz 
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onkosfere ali ličinke, katero prekrivajo številne ovojnice. Najpomembnejša je zunanja 
keratinizirana ovojnica, ki jajčecu nudi zaščito. Na zunanji strani ovojnice je tudi kapsula, 
ki se razgradi, ko se jajčece sprosti iz gostitelja (Eckert in sod., 2001). Jajčeca so zelo 
odporna na okoljske dejavnike, saj se v okolju lahko obdržijo do 41 mesecev in ob okužbi 
v vmesnem gostitelju povzročajo nastanek cist (Sanchez Thevenet in sod., 2003). 
Stabilnost jajčec v okolju je odvisna od okoljskih dejavnikov, saj so odporna na zelo nizke 
temperature, občutljiva pa na izsuševanje in visoke temperature (Eckert in sod., 2001).  
 
Echinococcus granulosus se od drugih trakulj iz rodu Echinococcus razlikuje predvsem po 
velikosti. Odrasla trakulja meri od 2-7 mm, redkeje tudi do 11 mm, in je največja po 
velikosti glede na ostale trakulje tega rodu. Sestavljena je iz 3 ali 4 segmentov. Trakulja E. 
vogeli meri od 3,9-5,6 mm in je sestavljena iz 3 segmentov. Echinococcus multilocularis 
meri od 1,2-4,5 mm, sestavljena je iz 4 ali 5 segmentov. Najmanjša trakulja iz rodu 
Echinococcus je E. oligarthrus, saj meri od 2,2-2,9 mm in je sestavljena iz 3 segmentov 
(Eckert in sod., 2001). 
 
 
Slika 1: Morfologija trakulje Echinococcus granulosus (Bojanić Rašović, 2018). 
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2.2.2 Življenjski krog Echinococcus granulosus 
 
Za življenjski krog E. granulosus je pomemben odnos plenilec-plen med vmesnimi in 
končnimi gostitelji trakulje. Karnivori iz družine psov so končni gostitelji trakulje. Odrasla 
trakulja je čvrsto pritrjena na sluznico njihovega tankega črevesa. Njene gravidne 
proglotide vsebujejo jajčeca (Siracusano in sod., 2009). Ta se z iztrebki izločijo v okolje, 
kjer so dolgo obstojna in še naprej dozorevajo (Gemmel in sod., 1978). Z jajčeci se ob 
prehranjevanju okužijo vmesni gostitelji kot so govedo, ovce, koze, prašiči in konji. 
Človek je naključni vmesni gostitelj in se okuži z zaužitjem jajčec ob stiku z okuženim 
psom (ali drugim končnim gostiteljem) ali ob zaužitju neočiščenega, z jajčeci 
kontaminiranega sadja ali zelenjave (Eckert in sod., 2004; Adanir in sod., 2013). Zaradi 
žolčne kisline v dvanajstniku se razgradi keratinizirana ovojnica jajčeca in iz njega se 
sprosti onkosfera. Ta se s pritrjevalnim organom najprej pritrdi na steno tankega črevesa, 
nato pa prodre skoznjo in preide v portalno veno. Najpogosteje se onkosfera s krvjo 
prenese do jeter, redkeje pa do pljuč, srca, ledvic in možganov. Tam iz onkosfere nastane 
ehinokokna oz. hidatidna cista (druga stopnja ličinke), včasih poimenovana mehurnjak 
(Lewall, 1998; Gottsein, 2000; Siracusano, 2012). Ehinokokna cista je napolnjena z bistro 
tekočino. Mlada cista je navadno brez prekatov, unilokularna. Zgrajena je iz zunanje 
brezcelične ovojnice, kutikule, znotraj pa je opeta z germinativno membrano. Ta brsti proti 
notranjosti ciste in oblikuje 50-250 µm velike zarodne kapsule. Zarodne kapsule so na 
matično cisto pripete s peclji. V njih na notranji strani brstijo protoskoleksi, plodna oblika 
ličinke, ki so podobni skoleksom odrasle trakulje (Lascano, 1975). Večkrat se zarodne 
kapsule odtrgajo od matične ciste, padejo na dno ciste, kjer lahko počijo in sprostijo 
protoskolekse. Vse to tvori t. i. hidatidni pesek. V hidatidni cisti lahko sčasoma poleg 
zarodnih kapsul nastanejo tudi hčerinske ciste, kar spremeni tipičen unilokularen videz, 
značilen za mlado cisto. Hčerinske ciste so večje kot zarodne kapsule in so lahko včasih 
zelo številne. Zgrajene so podobno kot matična cista (Logar, 2010). Pri govedu so pogoste 
sterilne ciste brez protoskoleksov, ki ne pripomorejo k razširjanju parazita (Logar, 2010). 
Na leto cista v premeru zraste od 1 mm do 5 mm (Gottsein, 2000). Parazit se prenese v 
končnega gostitelja ob zaužitju organov vmesnega gostitelja, ki vsebujejo ciste. Iz cist se v 
prebavnem traku izločijo protoskoleksi, ki se pritrdijo na steno tankega črevesja. V 32 do 
80 dneh se iz njih razvije odrasla oblika trakulje, ki je spolno dozorela in izloča jajčeca 
(Moro in Schantz, 2009). 
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Slika 2: Življenjski krog Echinococcus granulosus s. l. (CDC, 2017). 
 
2.2.3 Genom Echinococcus granulosus 
 
Genom E. granulosus zajema 9 parov kromosomov, ki so sestavljeni iz 11325 genov oz. 
151,61 x 106 baznih parov. V genomu so popolni zapisi za glikolizo, cikel trikarboksilnih 
kislin in pentoza fosfatni cikel, odsotni pa so geni za de novo sintezo pirimidinov, purinov 
in večino aminokislin z izjemo alanina, glutaminske kisline in asparaginske kisline. Parazit 
vse te snovi pridobi preko gostitelja, zato je v genomu zapis za 219 različnih proteaz. Prav 
tako preko gostitelja s pomočjo transmembranskih proteinov prevzame tudi holesterol, saj 
so geni za sintezo holesterola pri E. granulosus odsotni. Trakulja ima v genomu zapis za 
stresni protein 70 (Hsp70, angl. Heat shock protein 70) in univerzalni stresni protein 
(USP). Hsp70 omogoča pravilno zvijanje proteinov in ščiti celice pred različnimi oblikami 
stresa. USP ščiti pred okoljskimi dejavniki in dejavniki v gostiteljevem prebavilu, kot so 
spremembe pH, reaktivne kisikove spojine in proteaze (Zheng in sod., 2013). 
Echinococcus granulosus ima tudi genetski zapis za 49 različnih transmembranskih 
proteinov kadherinov, ki prepoznavajo epitelne celice in se na njih pritrjujejo. Imajo 
ključno vlogo pri invaziji končnega in vmesnega gostitelja (Lauwaet in sod., 2000; 
Bouchut in sod., 2006). 
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2.3 TAKSONOMIJA 
 
Rod Echinococcus taksonomsko uvrščamo v družino Taeniidae in red Cyclophyllidea. 
Slednjega uvrščamo v razred trakulj (Cestoda), ki spada v deblo ploskih črvov 
(Platyhelminthes) (Logar in sod., 2008; Nakao in sod., 2013). 
 
Povzročitelje cistične ehinokokoze (CE) oz. hidatidoze (Echinococcus granulosus sensu 
lato (s. l.)) delimo na genotipe, ki jih označujemo z G1-G10. Ti so si med seboj različni ne 
le po genetskih, temveč tudi po bioloških, epidemioloških in biokemijskih značilnostih. 
Genotipi se tako med seboj razlikujejo glede na končne in vmesne gostitelje, stopnjo 
patogenosti, hitrosti razvoja hidatidne ciste, občutljivosti na kemoterapevtske učinkovine 
ter po geografski razširjenosti (McManus in Smyth, 1986; Thompson in Lymbery, 1995; 
Sharifiyazdi in sod., 2011). Zaradi navedenih značilnosti so posamezni genotipi pridobili 
status samostojne vrste. Genotipe z oznako od G1 do G3 imenujemo Echinococcus 
granulosus sensu stricto (s. s.), genotip G4 Echinococcus equinus, genotip G5 
Echinococcus ortleppi, genotipe od G6-G10 pa Echinococcus canadensis. Genotipa G6 in 
G7 sta ob uvedbi nove terminologije pridobila status svoje vrste, imenovane E. 
intermedius. Ker večina svetovne literature še vedno imenuje genotipa G6 in G7 kot E. 
canadensis, v magistrski nalogi uporabljamo slednje poimenovanje. Ločimo tudi genotip 
Echinococcus felidis, ki nima oznake G. Genetske analize, s katerimi lahko E. granulosus 
s. l. uvrstimo v genotipe so pomembne za razumevanje prenosa trakulje med končnimi in 
vmesnimi gostitelji ter ljudmi (Alvarez Rojas in sod., 2014). 
 
2.3.1 Echinococcus granulosus sensu stricto 
 
Genotipi G1-G3 so med seboj najbolj sorodni genotipi z zelo majhnim številom genetskih 
razlik. Izvirajo iz Bližnjega vzhoda, od koder so se razširili na druga območja (Yanagida in 
sod., 2012). Najpogostejši vmesni gostitelji so ovce, lahko pa se okužba pojavi tudi pri 
drugih vzrejnih živalih in divjih herbivorih (Eckert in sod., 2001; Cardona in Carmena, 
2013). Pogosto prihaja do okužb goveda z genotipom G1, vendar so nastale ciste sterilne in 
ne sodelujejo pri razširjanju parazita. Genotip G1 je tudi najpogostejši povzročitelj CE pri 
ljudeh, povzroča 88 % primerov bolezni. Genotip G3 povzroča nastanek cist v vodnih 
bivolih in drugih vmesnih gostiteljih ter ljudeh (Alvarez Rojas in sod., 2014; McManus in 
Thompson, 2003). 
 
2.3.2 Echinococcus equinus 
 
Echinococcus equinus (G4) so prvič izolirali leta 1992 iz okuženih konj in oslov v Veliki 
Britaniji in na Irskem (Bowles in sod., 1992). Genetsko in biološko se E. equinus zelo 
razlikuje od ostalih genotipov, saj so vmesni gostitelji konji, zebre in osli. Echinococcus 
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equinus ne povzroča okužb pri ljudeh. Okužbe konj s tem genotipom so zelo pogoste v 
Evropi, Veliki Britaniji in na Irskem (Mitrea in sod., 2010; Nakao in sod., 2013). 
 
2.3.3 Echinococcus ortleppi 
  
Echinococcus ortleppi (G5) povzroča nastanek fertilnih cist pri govedu. Echinococcus 
ortleppi je prvi opisal Ortlepp leta 1934 (Ortlepp, 1934). Odrasla oblika trakulje se 
morfološko in biološko zelo razlikuje od ostalih vrst Echinococcus granulosus s. l., najbolj 
je sorodna E. canadensis (Nakao in sod., 2013). Echinococcus ortleppi se je prilagodil 
govedu, ki služi kot vmesni gostitelj, redkeje pa ga najdemo tudi pri drugih vmesnih 
gostiteljih. Pri govedu je bila CE pogosta v državah srednje Evrope do leta 1980. Sedaj 
velja za zelo redko, okužbe se pojavljajo sporadično (Romig in sod., 2006). V redkih 
primerih povzroča tudi nastanek CE pri ljudeh (Alvarez Rojas in sod., 2014). 
 
2.3.4 Echinococcus canadensis 
 
K Echinococcus canadensis prištevamo genotipe G6-G10. Genotipa G6 in G7 ob uvedbi 
nove terminologije imenujemo E. intermedius (Thompson, 2017). Genetsko sta si zelo 
sorodna (Bowles in McManus, 1993) in ju je podlagi genetskih analiz zelo težko 
razlikovati, zato se ju najpogosteje opiše kar kot genotip G6/7 (Mogoye in sod., 2013; 
Nakao in sod., 2013). Kljub visoki stopnji genetske sorodnosti med njima obstajajo 
biološke razlike. Genotip G6 povzroča CE pri kozah, ovcah, kamelah in govedu, genotip 
G7 pa najpogosteje pri prašičih, predvsem v srednji in zahodni Evropi. G7 prav tako 
povzroča okužbe pri alpakah v Južni Ameriki in divjih prašičih v Romuniji (Cardona in 
Carmena, 2013; Kamenetzky in sod., 2002; Moro in Schantz, 2009; Sanchez in sod., 2012; 
Rostami Nejah in sod., 2012). Genotipa G6 in G7 sta pogosta povzročitelja CE tudi pri 
ljudeh, povzročata 11 % primerov bolezni (Alvarez Rojas in sod., 2014). Genotipa G8 in 
G10 oba povzročata okužbe pri losih, vendar se med seboj genetsko razlikujeta. Sprva so 
sklepali, da genotip G8 povzroča okužbe pri losih le v Severni Ameriki, genotip G10 pa le 
na Finskem in Švedskem, vendar so kasneje dokazali, da oba genotipa povzročata okužbe 
v Severni Ameriki in severnem delu Evrazije. Redko povzročata nastanek CE pri ljudeh 
(Alvarez Rojas in sod., 2014; Bowles in sod., 1994; Lavikainen in sod., 2003, 2006, 
Thompson in sod., 2006; Moks in sod., 2008; Nakao in sod., 2013). Genotip G9 je bil leta 
1994 izoliran iz bolnika s CE na Poljskem. Od drugih genotipov se je razlikoval po 
edinstvenem zaporedju lokusa za notranji prepisujoči se distančnik 1 (ITS1, angl. Internal 
Transcribed Spacer 1), zaporedje gena za podenoto 1 NADH dehidrogenaze (nad1) pa je 
bilo identično kot pri genotipu G7. Ker v nadaljnjih raziskavah genotipa G9 niso uspeli 
ponovno izolirati, se je pojavilo vprašanje o pravilnosti njegove genotipizacije na podlagi 
zaporedja lokusa ITS1. Zaradi pomanjkanja dokazov, ki bi podprli obstoj genotipa G9, 
genotip še ni potrjen (Scott in sod., 1997; Kedra in sod., 1999; McManus, 2006). 
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2.3.5 Echinococcus felidis 
 
Echinococcus felidis je prvič opisal Ortlepp leta 1937 (Ortlepp, 1937). Končna gostitelja 
sta afriški lev in lisasta hijena, vmesni gostitelji pa so antilope, zebre, gnuji, svinje 
bradavičarke in druge vrste divjih prašičev. Ni znano, ali E. felidis povzroča nastanek CE 
pri ljudeh (Hüttner in sod., 2009; Kagendo in sod., 2014; Macpherson in Wachira, 1997; 
Romig in sod., 2015). Echinococcus felidis nima oznake G, saj zaradi pomanjkanja 
materiala za genetske analize ni bil vključen v označevanje genotipov. Molekulska 
identifikacija je bila omogočena šele pred kratkim, in sicer iz ohranjenih vzorcev iz 
afriških levov kot končnih gostiteljev. Na podlagi genetskih analiz je vrsta najsorodnejša E. 
granulosus s. s. (Nakao in sod., 2013). 
 
2.4 EPIDEMIOLOGIJA CISTIČNE EHINOKOKOZE 
 
2.4.1 Ehinokokoza v svetu 
 
Povzročitelj CE je v Evropi prisoten skoraj v vseh državah, razen na Irskem, Islandiji in 
Danski. Ehinokokoza živali je redka na severu in v srednji Evropi – na severu Evrope 
ehinokokozo živali najpogosteje povzroča E. canadensis G8, v srednji Evropi pa E. 
canadensis G6/7. Najbolj endemsko je mediteransko področje in vzhodna Evropa, kjer je 
letna incidenca CE pri ljudeh od 4 do 8 na 100.000 prebivalcev. Na Poljskem, Slovaškem 
in v Ukrajini je pogost povzročitelj CE pri živalih in ljudeh E. canadensis (Lavikainen in 
sod., 2003; Eckert in sod., 2001; Kedra in sod., 2000; Snábel in sod., 2000). V Srbiji in 
Črni Gori so najpogostejši vmesni gostitelji prašiči, okuženih jih je od 4,6 % do 57,6 %, 
zato je pri človeku najpogostejši povzročitelj CE E. canadensis. Prav tako sta endemski 
področji tudi Albanija ter Bosna in Hercegovina (Ivanovic in sod., 1999). 
 
V Španiji je CE endemična v jugovzhodnem, osrednjem in zahodnem delu države. 
Najpogostejši genotip je E. granulosus s. s. G1, ki povzroča okužbe pri ljudeh, ovcah, 
govedu, kozah, prašičih in divjih prašičih. Okuženih je med 8 % in 15 % psov in volkov. 
Incidenca CE pri ljudeh je med 1,1 in 3,4 na 100.000 prebivalcev, odvisno od regije v 
državi (Mwambete in sod., 2004; Pardo in sod., 2005). 
 
Med najbolj endemska območja spada Italija, kjer so prisotni E. granulosus s. s. G1-G3, E. 
equinus in E. canadensis G7, predvsem v južnem delu države, na Sardiniji in Siciliji. 
Okuženih je med 15 % in 31 % psov, incidenca CE pri ljudeh pa je najvišja na Sardiniji in 
znaša od 4 do 8 na 100.000 prebivalcev (Garippa, 2006). 
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V Turčiji CE predstavlja velik problem, saj je incidenca okužbe pri ljudeh 6,6 na 100.000 
prebivalcev, okuženih pa je od 0,3 % do 40 % psov. Najpogostejši genotip je E. granulosus 
s. s. G1 (Altintas, 2003). 
 
V Veliki Britaniji sta najpogostejša E. granulosus s. s. G1 in E. equinus, ki se prenašata 
med ovcami in psi ter lisicami in konji. Največ obolelih za CE se okuži na ovčjih farmah. 
Incidenca CE v Veliki Britaniji je 0,024 na 100.000 prebivalcev (Halsby in sod., 2014).  
 
Kitajska je eno izmed najbolj pomembnih endemskih področij CE, kjer okužbe povzročata 
predvsem E. granulosus s. s. G1 in E. canadensis G6. Okužbe so najpogostejše na 
zahodnem in severozahodnem delu države, kjer se ukvarjajo z živinorejo. Prevladuje 
vzreja konjev, ovac, kamel in rdečih jelenov. Zaradi živinoreje in tudi kulturnih razlogov je 
na Kitajskem veliko število okuženih psov, ki so vir okužbe za ljudi. Incidenca CE je 80 na 
100.000 prebivalcev. Ženske zaradi narave svojega dela obolevajo pogosteje kot moški, saj 
so zadolžene za hranjenje in oskrbo psov. Visoka prevalenca okužbe je tudi med jaki (99 
%), govedom (88 %) in prašiči (70 %) (Zhang in sod., 2009; Craig, 2004; Tiaoying, 2005; 
Wang in sod., 2006).  
 
V Afriki je najpogostejši E. granulosus s. s. G1, in sicer na severovzhodnem delu, kjer 
prevladuje ovčereja. Prav tako so prisotni tudi kamelji genotip E. canadensis G6, E. 
equinus in E. felidis. Incidenca okužbe se razlikuje glede na državo in znaša od 1,3 do 15 
na 100.000 prebivalcev. Največ okužb je v Tuniziji, najmanj pa v Egiptu (Kandeel in sod., 
2004; M’rad in sod., 2005). 
 
V Severni Ameriki, predvsem v Kanadi in na Aljaski, sta najpogostejša genotipa E. 
canadensis G8 in E. granulosus s. s. G1. Genotip G8 se prenaša predvsem med psi in losi 
ter jeleni. S trakuljo je okuženih od 28 do 50 % psov in 50 % losov. Okužbe pri ljudeh so 
sporadične (Rausch, 2003; Castrodale, 2003; Wilson in sod., 1968; Lamy in sod., 1993). 
 
V Južni Ameriki je CE najbolj razširjena v Peruju, Čilu in v Argentini. V Peruju je 
območje osrednje razširjenosti v osrednjih in južnih Andih. Incidenca okužbe je od 32 do 
127 na 100.000 prebivalcev. Prevalenca okužbe je pri vzrejnih živalih 89 % pri ovcah in 80 
% pri govedu, prevalenca okužbe pri psih pa je od 32 % do 46 %. K razširjanju parazita 
pripomore predvsem zakol okuženih vmesnih gostiteljev na prostem, kjer imajo psi dostop 
do okuženih organov. Prav tako ni veterinarskega nadzora (Moro in sod., 1994, 1997, 
1999a, 1999b, 2005; Lopera in sod., 2003). 
 
Najbolj endemsko področje Čila je na jugu države, kjer je incidenca CE 10 na 100.000 
prebivalcev. K razširjanju parazita prispeva hranjenje psov s cistami in odlaganje cist v 
okolje ali med komunalne odpadke (Apt in sod., 2000). 
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V Argentini CE povzročajo E. granulosus s. s. G1 in G2, E. ortleppi in E. canadensis G6. 
Okužbe z E. canadensis G7 so bile dokazane pri psih in prašičih, ne pa pri ljudeh 
(Kamenetzky in sod., 2002). Incidenca CE je 1,4 na 100.000 prebivalcev, v endemskih 
področjih pa 30 na 100.000 prebivalcev. Okuženih je tudi 7 % goveda, 12,5 % ovac, 9,8 % 
prašičev in 6 % koz (Eckert in sod., 2001).  
 
V Avstraliji je najpogostejši genotip E. granulosus s. s. G1, na Tasmaniji pa E. granulosus 
s. s. G2. Najpogostejši končni gostitelj trakulje je divji pes, vmesni gostitelj pa sivi 
kenguru. Pomembno vlogo pri ohranjanju in razširjanju trakulje imajo prostoživeče živali, 
udomačene živali, psi in ljudje (Grainger in Jenkins, 1996; Jenkins in Morris, 2003). 
Največ okužb je v zvezni državi Novi Južni Wales, kjer je incidenca okužb 23,5 na 
100.000 prebivalcev (Jenkins in Power, 1996). 
 
 
Slika 3: Svetovna razširjenost E. granulosus s. l. za leto 2011 (WHO, 2011). 
 
2.4.2 Ehinokokoza v Sloveniji 
 
Kot poročajo Logar in sodelavci je največ okužb z E. granulosus s. l. na vzhodnem delu 
Slovenije, saj je v tem delu države kmetijstvo najbolj intenzivno. Med letoma 2002 in 2006 
je skupna incidenca CE znašala 1,7 na 100.000 prebivalcev, kar je pomenilo 0,34 novih 
primerov na 100.000 prebivalcev na leto. Povprečna starost obolelih je bila 58,3 let, moški 
in ženske so za CE obolevali enako pogosto (Logar in sod., 2008). 
 
Po podatkih Nacionalnega inštituta za javno zdravje (NIJZ) Republike Slovenije je bilo 
med letoma 2007 in 2016 skupno prijavljenih 61 primerov CE. Največ, in sicer 9 primerov 
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bolezni, je bilo prijavljenih leta 2009 (Slika 4 in Preglednica 1). Po podatkih NIJZ je 
največ novo odkritih bolnikov starih med 55 in 64 let (Slika 5) (Sočan in sod., 2017).  
 
 
Slika 4: Število primerov cistične ehinokokoze v Sloveniji med letoma 2007 in 2016 (Sočan in sod., 2017). 
 
 
Slika 5: Starostna struktura obolelih za cistično ehinokokozo med letoma 2007 in 2016 (Sočan in sod., 2017). 
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Preglednica 1: Prijavljeni primeri in incidenčna stopnja ehinokokoze po regijah v Sloveniji med letoma 2007 
in 2016 (Sočan in sod., 2017). 
 
 
2.4.2.1 Epidemiologija CE pri živalih v Sloveniji 
 
Ehinokokoza pri govedu in prašičih se pojavlja praktično vsako leto, razen med letoma 
2015 in 2017, ko ni bilo potrjenega nobenega primera pri živalih, namenjenih za 
proizvodnjo hrane. V obdobju med letoma 2006 in 2016 je bilo opravljenih 3.330.857 post 
mortem pregledov prašičev, od katerih je bilo pri 110 primerih potrjena ehinokokoza. Post 
mortem pregledanih je bilo tudi 1.332.013 goveda, kjer so potrdili 30 potrjenih primerov 
ehinokokoze in 114.402 drobnice ter 18.101 kopitarjev, pri katerih pa dokazanega primera 
ehinokokoze ni bilo (UVHVVR, 2017). 
 
Leta 2017 je bilo pregledanih 8 vzorcev od katerih ni bilo potrjenih ehinokoknih okužb, do 
oktobra 2018 pa je bil od štirih pregledanih vzorcev eden z dokazanim ehinokokom 
(Vergles Rataj in sod., 2018). 
 
2.5 KLINIČNA SLIKA CISTIČNE EHINOKOKOZE 
 
2.5.1 Klinična slika cistične ehinokokoze pri ljudeh  
 
Ob zaužitju jajčeca trakulje se v tankem črevesu iz njega sprosti onkosfera oz. ličinka, ki 
predre črevesno steno in se preko krvnega obtoka prenese v katerikoli organ človeškega 
telesa, najpogosteje v jetra (65 %) ali pljuča (25 %), redkeje pa v vranico, ledvica, srce, 
kosti in centralni živčni sistem. Na mestu, kjer se onkosfera ustavi, se iz nje tvori cista, ki 
raste različno hitro, v premeru od 1 do 5 mm na leto. Govorimo o primarni ehinokokozi. 
Če pride do okužbe pri otroku, bolezen postane običajno simptomatska šele v odrasli dobi, 
saj cista raste zelo počasi. Začetna faza primarne okužbe je namreč vedno brez simptomov. 
Le 10-20 % primerov je diagnosticiranih pri osebah, mlajših od 16 let. Klinična slika CE se 
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razlikuje glede na mesto nastanka in velikosti ciste. Počasna rast ciste ne ovira gostitelja, 
dokler cista zaradi svoje velikosti ne vpliva na delovanje organov. Pojavijo se lahko 
slabost, bruhanje, izguba apetita in bolečine v predelu prizadetega organa. Če cista poči, 
lahko zaradi razlitja vsebine v kateri so protoskoleksi, pride do alergijske reakcije ali 
anafilaktičnega šoka. V nekaterih primerih lahko pride tudi do bakterijske okužbe ter 
sepse. Tvorijo se lahko tudi sekundarne hidatidne ciste, saj se lahko vsak protoskoleks v 
vmesnem gostitelju diferencira v novo cisto (sekundarna ehinokokoza) (Kammerer in 
Schantz, 1993; Zheng in sod., 2013). 
 
2.5.2 Klinična slika cistične ehinokokoze pri živalih  
 
Psi so končni gostitelji pasje trakulje in s tem vir okužbe za ljudi. Dovzetni so za okužbe z 
vsemi genotipi E. granulosus s. l., medtem ko so ostali končni gostitelji (lisice in volkovi) 
dovzetni za okužbe le z nekaterimi genotipi (Carmena in Cardona, 2013). Tveganje za 
okužbo psov se poveča, če pes živi na kmetiji, kjer se hrani z okuženimi organi vmesnih 
gostiteljev ob njihovem zakolu in če je pes prosto spuščen in brez nadzora (Carmona in 
sod., 1998; Moro in sod., 1999; Shaikenov in sod., 2003). Ob okužbi psa se protoskoleksi, 
iz katerih se kasneje razvije odrasla trakulja, pritrdijo na steno tankega črevesa s pomočjo 
priseskov in kaveljcev. Največ trakulj se pri psih nahaja v začetnem delu tankega črevesa, 
pri hudi parazitemiji pa so lahko prisotne po celotni dolžini tankega črevesa. Pritrditev 
lahko povzroči blago poškodbo epitelnih celic tankega črevesa in povečano izločanje sluzi 
v lumen črevesja. Psi tudi kljub hudi okužbi ne kažejo simptomov bolezni (Eckert in sod., 
2001). Ugotavljanje okužbe pri psih poteka z merjenjem koproantigena ali neposrednim 
dokazovanjem parazita v njihovih iztrebkih (Carmona in sod., 1998; Moro in sod., 1999; 
Shaikenov in sod., 2003). 
 
Ovce so najpomembnejši vmesni gostitelj za prenos E. granulosus s. s. G1. Slednji genotip 
lahko povzroča okužbe tudi pri drugih vrstah herbivorov, kot so govedo, osli in kamele. 
Mali prežvekovalci, kot so koze, so dovzetni za okužbe z E. canadensis G6 (Jenkins in 
Macpherson, 2003; Rausch, 2003; Lahmar in sod., 2009; Jenkins, 2006; Boufana in sod., 
2014; Soriano in sod., 2010). Tudi druge vzrejne udomačene živali, kot so prašiči, bizoni, 
kamele, jaki in konji, lahko zbolijo za CE in predstavljajo pomembne vmesne gostitelje v 
življenjskem krogu E. granulosus s. l. (Eckert in sod., 2001). Okužba pri vmesnih 
gostiteljih je pokazatelj kontaminacije okolja z ehinokoknimi jajčeci, zato je pomembna 
diagnostika CE tudi pri živalih, ki so vmesne gostiteljice trakulje. Ta se najpogosteje izvaja 
ob nekropsiji, kjer se oceni prisotnost in število cist. V nekaterih primerih se izvaja tudi 
preiskava z ultrazvokom, kjer se preveri zrelost ciste (Lahmar in sod., 2007; Otero-Abad in 
Torgerson, 2013).  
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Pri vzrejnih domačih živalih je CE pomembna tudi z ekonomskega vidika, saj obolele 
živali pogosto poginejo, imajo nižjo telesno maso in zmanjšano produkcijo mleka 
(Callegaro in sod., 1997). Razširjanje trakulje lahko zamejimo z uporabo cepiva EG95, ki 
učinkovito ščiti vmesne gostitelje pred CE (Lightowlers, 2006). 
 
2.6 PATOGENEZA 
 
Echinococcus granulosus škoduje vmesnemu gostitelju s tvorbo ciste, ki počasi raste in 
lahko vpliva na delovanje organov, v katerih se razvije. Najpomembnejši faktorji so 
velikost in lokacija ciste ter njene interakcije z ostalimi organi (Siracusano in sod., 2012; 
Zhang in sod., 2008). Ciste lahko škodo povzročajo zaradi pritiskanja na okolna tkiva, z 
vdiranjem v tkiva in s pretrganjem nekaterih žil, kar zmoti prekrvavitev (Logar, 2010). 
Ciste v jetrih lahko ovirajo delovanje žolčevoda, kar vodi v nastanek zlatenice, bolečin v 
trebuhu in anoreksije (Langer in sod., 1984). Če se ehinokokne ciste nahajajo v pljučih, 
lahko pride do nastanka kroničnega kašlja, dispneje in bolečin v prsnem košu. V primeru 
razpoka ciste lahko pride do alergijskih reakcij, ki se najpogosteje kažejo v obliki 
urtikarije, rdečice in otekanja sluznic, ali celo do anafilaktičnega šoka. Razlitje vsebine v 
telesno votlino lahko privede do nastanka sekundarne hidatidoze (Symeonidis in sod., 
2013). Pri 7,3 % primerov razlitja vsebine ciste pride tudi do nastanka sepse, ki jo 
najpogosteje povzročijo bakterije Escherichia coli, Enterococcus sp. in Streptococcus 
viridans. 
 
Na potek bolezni vpliva tudi genotip E. granulosus s. l. Okužbe z E. canadensis G6 
povzročajo nastanek cist predvsem v možganih. Pri okužbi z E. canadensis G7 so nastale 
ciste manjše kot pri okužbi z E. granulosus s. s. G1. Pri okužbi z E. canadensis G8 
nastanejo ciste, ki so počasi rastoče, predvsem v pljučih, bolezen poteka brez zapletov 
(Moro in sod., 2006; Guarnera in sod., 2004). 
 
2.6.1 Imunski odziv gostitelja  
 
Stabilne interakcije med parazitom in gostiteljem so ključnega pomena za uspešno 
razmnoževanje in razširjanje parazita in s tem za visoko prevalenco okužbe pri gostiteljih. 
Gostitelj ima v primeru stabilnih interakcij minimalne simptome okužbe. Echinococcus 
granulosus s. l. vpliva na gostiteljev imunski sistem pasivno in aktivno. Pasivno se izogne 
delovanju gostiteljevega imunskega sistema s tvorbo hidatidne ciste, ki je obdana z debelo 
zunanjo ovojnico, aktivno pa vpliva na gostiteljev imunski odziv z imunomodulacijo, t. j. s 
spremembo delovanja imunskega sistema gostitelja zaradi izločanja molekul, ki zavrejo 
delovanje gostiteljevega imunskega sistema. Eden od mehanizmov je izločanje 
blokirajočih protiteles, ki delujejo proti protitelesom gostitelja in jih inaktivirajo (Vercelli 
in sod., 1998). Ob okužbi z E. granulosus začne bolnikov imunski sistem tvoriti protitelesa 
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IgG, IgM, IgA in IgE, vendar zaradi modulatornih molekul parazita ta nimajo varovalne 
vloge. Echinococcus granulosus s. l. prav tako izloča antigen B (AgB), ki je sestavljen iz 
petih različnih podenot. Ena izmed podenot je proteazni inhibitor, ki inhibira kopičenje 
nevtrofilcev in s tem prirojeni vnetni odziv gostitelja (Shepherd in sod., 1991). 
Imunomodulacija je ugodna tako za parazita kot za gostitelja; parazitu omogoča preživetje, 
gostitelja pa zaščiti pred hudim vnetnim odzivom, ki bi povzročil poškodbe organov 
(Harnett, 2005; Maizels in Yazdanbakhsh, 2003; Zhang in sod., 2003). 
 
2.7 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA 
 
Večina bolnikov s CE je brezsimptomnih in zato odkritih naključno, predvsem zaradi 
drugih preiskav. Diagnostika CE temelji na vizualizaciji ciste s slikovnimi preiskavami, 
kot so ultrazvok, magnetna resonanca ali računalniška tomografija, ter na imunoloških 
testiranjih, s katerimi ugotavljamo prisotnost specifičnih protiteles proti antigenom trakulje 
v bolnikovem serumu. S slikovnimi preiskavami lahko ugotovimo velikost, lokacijo in 
število cist, ne moremo pa zaznati manjših cist (Zhang in McManus, 2006; Pawlowski in 
sod., 2001; Nunnari in sod., 2012; Moro in Schantz, 2009). Glede na velikost in strukturo 
ciste lahko ugotovimo njeno fazo razvoja (Preglednica 2 in Slika 6), kar je pomembno za 
izbiro načina zdravljenja (Brunetti in sod., 2010).  
 
Najpogosteje za dokaz ehinokokne okužbe uporabljamo presejalne imunološke tehnike, in 
sicer encimskoimunski test (ELISA, angl. Enzyme-linked immunosorbent assay), posredni 
hemaglutinacijski test (IHA, angl. Indirect hemagglutination assay), pasivna aglutinacija in 
imunoelektroforeza. V primeru, da je presejalni test pozitiven, izvedemo še potrditveni 
test, najpogosteje test Western blot (WB). Slabosti imunoloških tehnik sta nizka 
občutljivost in specifičnost, slednja predvsem pri bolnikih, ki imajo (tudi) druge okužbe s 
helminti (alveolarna ehinokokoza, cisticerkoza, okužba z jetrnim metljajem ali filarijami). 
Pri teh lahko pride do navzkrižne reaktivnosti in lažno pozitivnega rezultata testiranja. 
Občutljivost testov je odvisna tudi od faze razvoja ciste in ohranjenosti njene zunanje 
stene. Običajno so serološko lažno negativni rezultati pri bolnikih, ki imajo najzgodnejšo 
fazo razvoja ciste, in pri bolnikih, ki imajo neaktivne in/ali poapnele ciste (Biava in sod., 
2001, Eckert in sod., 2001). Negativen rezultat serološkega testiranja ne izključuje 
možnosti okužbe z E. granulosus. Okužbo lahko potrdimo tudi z mikroskopijo vsebine 
ciste, kjer lahko opazimo protoskolekse ali posamezne kaveljce. Najpogosteje pripravimo 
neobarvan mikroskopski preparat, lahko pa ga pobarvamo po Ziehl-Neelsen-u ali z Baxby 
barvanjem in s tem izboljšamo vizualizacijo protoskoleksov ter kaveljcev (Clavel in sod., 
1999). Okužbo z E. granulosus s. l. lahko potrdimo tudi z molekularnimi tehnikami. Iz 
vsebine hidatidne ciste osamimo DNA, del genoma parazita pa pomnožimo s PCR 
(Gottstein, 1992).  
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Preglednica 2: Klasifikacija ehinokoknih cist glede na smernice Svetovne zdravstvene organizacije (WHO 
Informal Working Group, 2003). 
Oznaka faze Značilnosti ciste Stanje 
CE1 Unilokularna cista, tekoča vsebina Aktivno 
CE2 Multivezikularna cista, tekoča vsebina Aktivno 
CE3a Cista s tekočo vsebino in odstopajočo notranjo 
membrano 
Prehodno 
CE3b Unilokularna cista, ki ima v gosti ali trdni notranjosti 
hčerinske ciste 
Prehodno 
CE4 Heterogena trdna cista, ni hčerinskih cist Neaktivno 
CE5 Kalcinirana stena ciste, degenerirana vsebina ciste Neaktivno 
 
 
Slika 6: Faze razvoja ehinokokne ciste, prikazane z različnimi slikovnimi tehnikami (Stojkovic in sod., 
2012). 
 
2.7.1 Genotipizacija  
 
Genotipizacija je metoda s katero ugotovimo razlike v genomu različnih predstavnikov iste 
vrste organizma in jih s tem razdelimo na podskupine ali (geno)tipe. Pri tem običajno 
najprej osamimo dednino organizma, DNA pomnožimo z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR, angl. Polymerase chain reaction), razlike v genomu pa ugotavljamo s 
sekvenciranjem nukleotidnih zaporedij (Tang in sod., 2015). 
 
2.7.1.1 Osamitev DNA 
 
Osamitev DNA je eden izmed prvih korakov v molekularni biologiji. V preteklosti so bili 
postopki osamitve in čiščenja nukleinskih kislin zapleteni ter so zahtevali veliko časa, 
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končni izplen osamitve pa je bil nizek. Danes poznamo veliko število metod za osamitev 
nukleinskih kislin, najpogosteje se DNA osamimo s pomočjo topil ali z vezavo na 
membrane, najpogosteje na membrano iz silicijevega dioksida. Zaradi negativnega naboja 
dvojne vijačnice DNA se ta z visoko afiniteto veže na pozitivno nabit silicijev dioksid, ki 
se nahaja na membrani. Ko je DNA vezana na membrano, lahko s pufri speremo 
kontaminante, prisotne v vzorcu. Za odstranitev DNA z membrane uporabimo raztopino z 
nizko ionsko jakostjo, kot sta destilirana voda ali pufer TE (Tris-EDTA) (Suin Chee in 
Beow Chin, 2009).  
 
2.7.1.2 Reakcija PCR 
 
Osamitvi DNA sledi reakcija PCR. PCR omogoča pomnoževanje točno določenega dela 
genoma organizma, ki ga proučujemo. Za izvedbo reakcije potrebujemo molekulo DNA 
(matrična DNA), ki jo želimo pomnožiti, dva začetna oligonukleotida, deoksiribonukteozid 
trifosfate (dNTP), encim termostabilno polimerazo DNA, magnezij, vodo in pufer. Začetni 
oligonukleotidi so kratki fragmenti DNA, katerih zaporedje nukleotidov je točno določeno. 
Za PCR potrebujemo vodilni začetni oligonukeotid (ang. Forward primer) in povratni 
začetni oligonukleotid (ang. Reverse primer). Zaradi komplementarnosti z matrično DNA 
se z njo vežeta in omogočita polimerazi vezavo ter začetek pomnoževanja matrične DNA. 
PCR navadno sestavlja od 25 do 40 zaporednih ponovitev temperaturnega cikla z 
denaturacijo DNA, vezavo izbranih začetnih oligonukleotidov s komplementarnimi 
zaporedji ter sintezo nove komplementarne DNA v območju med začetnima 
oligonukleotidoma. V vsakem ciklu reakcije dobimo iz ene molekule matrične DNA dve 
molekuli. Z vsakim naslednjim krogom se število molekul DNA eksponentno poveča. 
Pridelke PCR običajno dokažemo z elektroforezo v gelu ali s hibridizacijo z ustrezno 
označenimi sondami v mikrotitrski ploščici (Garibyan in Avashia, 2013). 
 
2.7.1.3 Sekvenciranje 
 
Očiščenim pridelkom PCR določimo nukleotidno zaporedje z avtomatskim 
sekvenciranjem. Poznamo več vrst sekvenčnih reakcij, najbolj znano je sekvenciranje po 
Sangerju. Za sekvenčno reakcijo potrebujemo očiščene pridelke PCR, encim termostabilno 
polimerazo DNA, začetni oligonukleotid, dNTP in dideoksiribonukteozid trifosfate 
(ddNTP). ddNTP se od dNTP razlikujejo po manjkajoči hidroksilni skupini na 3' koncu. 
Ko encim polimeraza tvori novo verigo DNA, se na mestu, kjer se vanjo vgradi ddNTP, 
ustavi, saj za podaljševanje potrebuje hidroksilno skupino. Tekom reakcije tako nastane 
mešanica različno dolgih fragmentov DNA, ki se končajo na vsakem terminacijskem 
mestu. Pridelke po končani reakciji očistimo in jih analiziramo z avtomatskih 
sekvenatorjem. Avtomatski sekvenator s kapilarno gelsko elektroforezo loči fragmente 
DNA po dolžini, krajši fragmenti potujejo hitreje kot daljši. Ko fragment po kapilari prispe 
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do detektorja, ta zazna vrsto označenega ddNTP. Iz posameznih po velikosti razporejenih 
označenih fragmentov nato sestavi zaporedje molekule DNA, ki ga analiziramo z 
računalniškim programom (Heather in Chain, 2016; Hutchison, 2007; Shekhar in sod., 
2011). 
 
2.7.1.4 Genotipizacija Echinococcus granulosus s. l. 
 
Genotipi E. granulosus s. l. se med seboj razlikujejo predvsem v mitohondrijskih genih, na 
podlagi katerih lahko ugotovimo genotip. Najpogosteje se genotipizacija izvaja na genu za 
podenoto 1 citokrom c oksidaze (cox1) in genu za podenoto 1 NADH dehidrogenaze 
(nad1) mitohondrijskega genoma (Bowles in sod., 1992; Bowles in McManus, 1993). 
Pogosto se uporabljajo tudi geni za veliko ribosomsko podenoto 16S (rrnL) in malo 
ribosomsko podenoto 12S (rrnS) ter gen za podenoto 5 NADH dehidrogenaze (nad5) 
mitohondrijskega genoma (Beato in sod., 2010; Roelfsema in sod., 2016). Poleg 
mitohondrijskega genoma se genotipizacija izvaja tudi na genih jedrnega genoma, in sicer 
na genu za podenoto 6 ATP sintaze (atp6) (Beato in sod., 2010), genu za jedrni 
elongacijski faktor 1α (ef1α) (Moro in sod., 2009), genih za aktin 1 (EgactI) in 2 (EgactII) 
(Arikoglu in sod., 2009) ter genu za elongacijski acetiltransferazni kompleks (elp) 
(Wassermann in sod., 2016).  
 
2.8 ZDRAVLJENJE IN PREPREČEVANJE OKUŽB 
 
Način zdravljenja CE je odvisen od velikosti in lokacije ciste, njenih značilnosti in od 
simptomov oz. zapletov, ki jih povzroča. Običajno se zdravi le simptomatske bolnike. Za 
zdravljenje se najpogosteje izvede kirurška odstranitev ciste ali pa postopek PAIR (angl. 
puncture, aspiration, injection, reaspiration). Začetni korak postopka PAIR je punkcija 
ciste z injekcijsko iglo, ki jo vodimo s pomočjo ultrazvoka, in aspiracija njene vsebine. Za 
tem v cisto vbrizgamo 95 % etanol, ki uniči preostale protoskolekse v cisti. Po 15 do 20 
minutah z aspiracijo odstranimo alkohol. Pred postopkom PAIR se uvede tudi 
kemoterapija, da se prepreči nastanek sekundarne ehinokokoze, do katere bi lahko prišlo 
zaradi razlitja vsebine ciste in protoskoleksov v telesno votlino. Postopek je minimalno 
invaziven ter bolj varen od kirurškega posega (Eckert in sod., 2001). 
 
Za ciste, ki so v fazi CE1 ali CE3a in je velikost manjša od 5 cm v premeru, je uspešno 
zdravljenje z albendazolom ali mebendazolom (Brunetti in sod.; 2010; Vutova in 
sod.,1999). Albendazol se daje oralno v dveh dnevnih odmerkih na 14 dni v koncentraciji 
od 10-15 mg/kg telesne mase. Zdravljenje traja od tri do 6 mesecev. Mebendazol se prav 
tako daje oralno, potrebni so trije dnevni odmerki v koncentraciji od 40-50 mg/kg telesne 
mase. Zdravljenje traja od tri do 6 mesecev, odvisno od velikosti in števila cist. Zdravljenje 
s kemoterapevtiki je uspešno pri 10-30 % primerov, pri katerih zaradi izginotja ciste pride 
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do popolne ozdravitve. V 50-70 % primerov se velikost ciste samo zmanjša, pri 20-30 % 
pa ni opazne nobene spremembe v strukturi ali velikosti ciste. Kemoterapija je uspešnejša 
pri mlajših bolnikih, prav tako je uspešnejša pri zdravljenju manjših cist in sekundarne 
hidatidoze, kjer so stene cist tanjše. Terapija je manj uspešna pri zdravljenju cist, v katerih 
se nahajajo hčerinske ciste. Možnost ponovitve bolezni je od 14 do 25 %, zato se bolnika 
po zdravljenju spremlja od enega do treh let. Zdravljenje je manj učinkovito tudi v primeru 
nahajanja cist v kosteh. Kemoterapija se uvede, v kolikor cist ni mogoče kirurško 
odstraniti, ter za ciste, ki se nahajajo v različnih organih. Uvedemo jo tudi pred kirurškim 
posegom, saj se cista omehča, kar olajša njeno odstranitev (Eckert in sod., 2001).  
 
Če velikost ciste presega 5 cm v premeru, se izvede postopek PAIR, ki je učinkovit in manj 
invaziven kot kirurška odstranitev. Ciste v fazi CE2 in CE3b se odstrani s kirurškim 
posegom, prav tako ciste, katerih ni mogoče odstraniti s postopkom PAIR ali kemoterapijo. 
Ciste v fazi CE4 ali CE5 se najpogosteje le opazuje, saj so neaktivne in bolnik ne potrebuje 
zdravljenja (Junghanss in sod., 2008; Brunetti in sod., 2009; Brunetti in sod., 2011; 
Brunetti in sod., 2010).  
 
Preprečevanje okužb temelji na prekinitvi življenjskega kroga E. granulosus. Pri tem je 
najbolj učinkovito spremljanje prekuženosti psov, preventivno zdravljenje z antihelmintiki 
in zdravljenje ob okužbah, pomemben pa je tudi nadzor nad domačim zakolom živali, kjer 
se psi lahko okužijo z zaužitjem organov vmesnih gostiteljev. Prav tako je pomembno 
izogibanje pasjim iztrebkom, higiena rok in temeljito pranje surovega sadja in zelenjave 
(Craig in sod., 2007). Cepljenje psov je najučinkovitejše preprečevanje okužb vmesnih 
gostiteljev in ljudi s pasjo trakuljo, vendar se bolezen pogosteje preprečuje z uporabo 
antihelmintikov. Cepljenje psov je bolj smotrno kot cepljenje vmesnih gostiteljev, saj so 
slednji številčnejši. Cepiva so pridobljena iz proteinov, ki so sestavni del protoskoleksov in 
odraslih trakulj ter predstavljajo antigen, ki sproži imunski odziv v končnem gostitelju. Za 
cepljenje psov se uporabljajo cepiva EgA31, EgDf1 in EgM, ki spodbudijo nastanek 
protiteles IgG ter IgA. S tem se zmanjša število odraslih pasjih trakulj, zaustavi se njihovo 
dozorevanje in izločanje jajčec v okolje (Pourseif in sod., 2018). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Vzorci 
 
V raziskavo smo vključili 15 punktatov ehinokoknih cist bolnikov, pri katerih je bila 
ugotovljena CE. Vzorci vsebin ehinokoknih cist so bili shranjeni v Laboratoriju za 
parazitologijo Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani, in sicer jih je bilo 9 hranjenih pri temperaturi -20 °C, šestim pa je bil 
dodan 10 % formalin in so bili hranjeni pri temperaturi +4 °C (Preglednica 3). Vzorci, ki 
so bili shranjeni pri -20 °C, so bili vsi zbrani v letih od 2011 do 2017. Vzorci, katerim je 
bil dodan 10 % formalin, so bili zbrani pred letom 2011, razen enega, ki je bil odvzet leta 
2016. 
 
Preglednica 3: Podatki o bolnikih s CE, vključenih v raziskavo, in njihovih vzorcih. 
 
V raziskavo smo vključili tudi 5 ehinokoknih cist prašičev, ki smo jih dobili z Veterinarske 
fakultete Univerze v Ljubljani. Cele ciste so bile do obdelave shranjene v 96 % etanolu pri 
+4 °C. 
 
  
Oznaka 
vzorca 
Leto 
odvzema 
vzorca 
Spol Starost 
(leta) 
Kraj bivanja Lokacija 
ehinokokne 
ciste 
Hranjenje 
vzorca 
VZ1 Pred 2011 Ni podatka Ni podatka Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin 
VZ2 Pred 2011 Ni podatka Ni podatka Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin 
VZ3 Pred 2011 Ni podatka Ni podatka Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin 
VZ4 Pred 2011 Ni podatka Ni podatka Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin 
VZ5 Pred 2011 Ni podatka Ni podatka Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin 
11-1646 2011 M 9 Prevorje Ni podatka -20 °C 
12-807 2012 Ž 28 Brezovica pri 
Ljubljani 
Jetra -20 °C 
12-3323 2012 M 41 Ljubljana Ni podatka -20 °C 
13-3032 2013 Ž 46 BIH Ni podatka -20 °C 
15-2581 2015 M 37 Ljubljana Jetra -20 °C 
16-3697 2016 Ž 74 Ljubljana Jetra -20 °C 
16-2588 2016 Ž 45 Ljubljana Ni podatka +4 °C formalin 
16-4915 2016 Ž 54 Ljubljana Jetra -20 °C 
17-4436 2017 M 56 Škofja Loka Ni podatka -20 °C 
17-4628 2017 M 64 Medvode Ni podatka -20 °C 
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3.1.2 Kontrole 
 
V raziskavo smo vključili vsebino ciste, ki pri bolniku ni nastala kot posledica okužbe s 
pasjo trakuljo in smo jo uporabili za negativno kontrolo ter za dokaz specifičnosti reakcije 
PCR. Shranjena je bila pri temperaturi -20 °C brez dodanega formalina. 
 
V vsaki reakciji PCR smo uporabili pozitivno kontrolo (DNA iz vsebine ehinokokne ciste 
bolnika, s potrjeno okužbo z E. granulosus s.l.) in negativno kontrolo (sterilno vodo brez 
nukleazne aktivnosti). 
3.1.2 Reagenti 
 
- Komercialni komplet reagentov za osamitev DNA QIAamp DNA Mini Kit 
(Qiagen, Nemčija) 
- Komercialni komplet reagentov za PCR HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen, 
Nemčija) 
- Komercialni komplet reagentov za PCR FastStart™ High Fidelity PCR System 
(Roche, Nemčija) 
- Agaroza GellyPhor agarose (EuroClone, Italija) 
- Barvilo SYBR® Safe DNA Gel Stain 10x (Invitrogen, ZDA) 
- Nanašalno barvilo DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Velikostni standard GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
- Pufer TAE (Tris, acetat, EDTA) 
- Fosfatni pufer 
- Sterilna voda brez nukleazne aktivnosti (Quiagen, Nemčija) 
- dGTP, dAPT, dCTP, dTTP 100 mM (Invitrogen, ZDA) 
- Encim alkalna fosfataza za čiščenje pridelkov PCR FastAP Thermosensitive 
Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Encim eksonukleaza za čiščenje pridelkov PCR Exonuclease I (ExoI) (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) 
- Komplet reagentov za sekvenčno reakcijo BigDye Terminator® Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, ZDA) 
- Komplet reagentov za čiščenje sekvenčne reakcije BigDye X Terminator® 
Purification Kit (Applied Biosystems, ZDA 
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3.1.3 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 4: Oligonukleotidni začetniki, uporabljeni v raziskavi. Proizvajalec vseh oligonukleotidnih 
začetnikov je TIB Molbiol (Nemčija). 
Pomnoževani 
gen 
Ime začetnega 
oligonukleotida 
Zaporedje začetnega 
oligonukleotida (5’-3’) 
Velikost 
fragmenta 
Vir Vrsta 
genoma 
cox1 EgCOI1 TTTTTTGGCCATCCT
GAGGTTTAT 
443 bp Marinova in sod., 2017 
m
ito
h
o
n
d
rijsk
i g
en
o
m
 
EgCOI2 TAACGACATAACAT
AATGAAAATG 
Marinova in sod., 2017 
 
nad1 
 
Primarna 
reakcija PCR 
nad1-F TGGAACTCAGTTTG
AGCTTTACTA 
1238 bp Hüttner in sod., 2008 
nad1-R ATATCAAAGTAACC
TGCTATGCAG 
Hüttner in sod., 2008 
 
Sekundarna 
reakcija PCR 
EgNDI1 AGTCTCGTAAGGGC
CCTAACA 
529 bp Marinova in sod., 2017 
EgNDI2 CCCGCTGACCAACT
CTCTTTC 
Marinova in sod., 2017 
rrnS 
 
rrnS-F GCAAAAGCTGATTA
GGG 
577 bp Boubaker in sod., 2016 
rrnS-R TAACACACAAAAAC
TC 
Boubaker in sod., 2016 
Ech12Sf AAAIGGTTTGGCAG
TGAGIGA 
285 bp Roelfsema in sod., 2016 
Cest12Sr GCGGTGTGTACITG
AGITAAAC 
Roelfsema in sod., 2016 
rrnL rrnL-F AGCCAGGTCGGTTC
TTATCTATTG 
771 bp Beato in sod., 2010 
rrnL-R CGAGGGTGACGGG
CGGTGTGTAC 
Beato in sod., 2010 
nad5 NAD5f GCCCCIACICCAGTI
AGTTCT 
297 bp Roelfsema in sod., 2016 
NAD5r AAIACACTTAGAIAC
ICCATGACT 
Roelfsema in sod., 2016 
18S rRNA Cestode 1F GGGAAGTATGGTTG
CAAAGC 
162 bp Roelfsema (osebna 
komunikacija) 
jed
rn
i g
en
o
m
 
Cestode 1R CACCAACCACCAAA
TCAAGA 
Roelfsema (osebna 
komunikacija) 
CeDeTy3-F CACGCGCGCTACAA
TGACGGT 
202 bp Roelfsema (osebna 
komunikacija) 
CeDeTy3-R AATCGGTAGTAGCG
ACGGGCG 
Roelfsema (osebna 
komunikacija) 
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3.1.4 Oprema 
 
- Brezprašne komore za varno in sterilno delo 
- Kalibrirane pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Nastavki za pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Mikrocentifugirke 
- Mikrotitrske plošče 
- Epruvete 
- Vrtinčno mešalo 
- Vrtinčno mešalo za mikrotitrske plošče (Eppendorf, Nemčija) 
- Naprava za PCR Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) 
- Naprava za PCR 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) 
- Tehtnica (Sartorius, Slovenija) 
- Mikrovalovna pečica (Candy, Italija) 
- Napajalnik za gelsko elektroforezo PowerPac™ (Bio-Rad Laboratories, ZDA) 
- Banjica, kalup in glavnički za gelsko elektroforezo Hoefer™ (Fischer Scientific, 
ZDA) 
- Ultravijolični presvetljevalnik GelDoc-It™ TS Imaging System (UVP, ZDA) 
- Termoblok (Eppendorf, Nemčija) 
- Centrifuga  
- Svetlobni mikroskop (Nikon, Japonska) 
- Objektna stekelca 
- Krovna stekelca 
- Stresalnik mikrotitrskih plošč MixMate (Eppendorf, Nemčija) 
- Sekvenator ABI 3500 (Applied Biosystems, ZDA) 
- Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 
3.1.5 Programi za obdelavo nukleotidnih zaporedij 
 
- BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, ZDA) 
- CLC Main Workbench 6.2 (CLC Bio, Danska) 
- MEGA 7.0 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Kumar in sod., 2015) 
- Clustal MUSCLE (EMBL-EBI, Velika Britanija)   
- Mednarodna baza podatkov Blastn (National Center for Biotechnology 
Information, ZDA) 
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3.2 SHEMA DELA 
  
Slika 7: Shema dela. 
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3.3 METODE 
 
3.3.1 Mikroskopiranje vzorcev ehinokoknih cist  
 
Pred osamitvijo DNA smo iz posameznih vsebin cist pripravili nativni mikroskopski 
preparat in ga mikroskopirali pri 100 in 400-kratni povečavi, pri čemer smo uporabili 
svetlobni mikroskop (Nikon, Japonska). Prisotnost fertilne ehinokokne ciste smo potrdili z 
vidnimi protoskoleksi in/ali kaveljčki (Slika 7). 
 
3.3.2 Osamitev DNA 
 
Za osamitev DNA iz punktatov ehinokoknih cist bolnikov s CE smo uporabili vsebine 
ehinokoknih cist, ki smo jih spirali 3-krat po 45 minut v fosfatnem pufru in centrifugirali. 
Iz 200 µl sedimenta smo DNA osamili s komercialnim kompletom reagentov za osamitev 
DNA QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Nemčija) po protokolu za tkiva. 
 
Iz ehinokoknih cist prašičev, ki smo jih dobili z Veterinarske fakultete Univerze v 
Ljubljani, smo DNA osamili iz vsebine ciste, germinativne membrane in zunanje ovojnice 
prav tako s komercialnim kompletom reagentov za osamitev DNA QIAamp DNA Mini Kit 
(Qiagen, Nemčija) po protokolu za tkiva. Za razgradnjo ovojnic cist smo v vzorec dodali 
2x količino proteinaze K in inkubirali pri 56 °C preko noči. 
 
DNA smo osamili tudi iz vsebine ciste, ki ni bila ehinokokna in smo jo v raziskavo 
vključili kot kontrolo specifičnosti PCR. Za osamitev DNA smo uporabili komercialni 
komplet reagentov DNA QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Nemčija) po protokolu za tkiva. 
DNA smo eluirali v 100 µl elucijskega pufra, saj smo s tem zagotovili višje koncentracije 
DNA v izolatu. 
 
Koncentracijo osamljene DNA smo izmerili z napravo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). DNA smo do nadaljnje obdelave shranili pri temperaturi -20 °C. 
 
3.3.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
V začetku raziskave smo za test PCR Echinococcus granulosus s. l. izbrali 
oligonukleotidne začetnike za pomnoževanje 443 bp velikega dela gena cox1, 1238 oz. 529 
bp velikega dela gena nad1 (ugnezdeni PCR), 577 bp velikega dela gena rrnS in 771 bp 
velikega dela gena rrnL mitohondrijskega genoma trakulje (Preglednica 4).  
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Za vzorce, hranjene v formalinu, smo predvidevali fragmentiranost ehinokokne DNA, zato 
smo kasneje uporabili tudi oligonukleotidne začetnike, ki pomnožujejo krajši odsek DNA 
trakulje. Ti oligonukleotidni začetniki so bili Cestode 1F in Cestode 1R ter CeDeTy3-F in 
CeDeTy3-R za pomnoževanje dveh delov jedrnega gena za 18S rRNA, Ech12Sf in 
Cest12Sr za pomnoževanje dela mitohondrijskega gena rrnS ter NAD5f in NAD5r za 
pomnoževanje dela mitohondrijskega gena nad5. Pomnožki, pomnoženi z navedenimi 
oligonukleotidnimi začetniki, so krajši od 300 bp (Preglednica 4).  
 
Za izvedbo testa PCR smo uporabili komercialni komplet reagentov HotStarTaq DNA 
Polymerase (Qiagen, Nemčija) ali FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, 
Nemčija) (Preglednice 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21). 
 
Pomnoževanje je potekalo na aparaturi 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA). 
Vsak korak poteka PCR (osamitev DNA, priprava reakcijske mešanice za PCR, dodajanje 
DNA reakcijski mešanici, elektroforeza) smo zaradi preprečevanja kontaminacije opravili 
v različnih prostorih. V vsako reakcijo PCR smo vključili negativno (sterilna voda brez 
nukleazne aktivnosti) in pozitivno kontrolo (DNA iz vzorca ehinokokne ciste, potrjene s 
sekvenciranjem). Za preverjanje specifičnosti vsake od reakcij PCR smo pomnoževali tudi 
DNA, osamljeno iz ciste, ki ni bila ehinokokna. 
 
3.3.2.1 Pomnoževanje mitohondrijskih genov 
 
V reakciji PCR smo pomnoževali mitohondrijske gene cox1, nad1, rrnL, rrnS in nad5. 
 
3.3.2.1.1 Pomnoževanje gena cox1 
 
Gen cox1 smo pomnoževali s komercialnim kompletom reagentov HotStarTaq DNA 
Polymerase (Quaigen, Nemčija). Reakcijska mešanica in pogoji za pomnoževanje gena so 
navedeni v Preglednici 5 in 6. 
 
Preglednica 5: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena cox1 s komercialnim kompletom reagentov 
HotStarTaq DNA Polymerase (Quaigen, Nemčija). 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10x pufer z 1,8 mM MgCl2 1x 4 µl 
25 mM MgCl2 2 mM 0,8 µl 
10 mM dNTP 100 µM 0,8 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
EgCOI1 
0,5 µM 0,4 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
EgCOI2 
0,5 µM 0,4 µl 
5 U/µl Taq polimeraza 2,5 U/reakcijo 0,5 µl 
dd H2O do 40 µl 29,1 µl 
DNA  4 µl 
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Preglednica 6: Pogoji za pomnoževanje gena cox1. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 15 min 
Denaturacija  
35 
94 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 56 30 s 
Podaljševanje 72 30 s 
Končno podaljševanje 1 72 10 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.2.1.2 Pomnoževanje gena nad1 
 
Gen nad1 smo pomnoževali z ugnezdeno reakcijo PCR. Tako v primarni kot v sekundarni 
reakciji PCR smo uporabili komercialni komplet reagentov FastStart™ High Fidelity PCR 
System (Roche, Nemčija). Reakcijska mešanica in pogoji za pomnoževanje gena so 
navedeni v Preglednici 7, 8, 9 in 10. 
 
Preglednica 7: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena nad1 s komercialnim kompletom reagentov 
FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, Nemčija) v primarni ugnezdeni reakciji PCR. 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 1 µl 
10mM dNTP 200 µM 1 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
nad1-F 
0,4 µM 0,4 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
nad1-R 
0,4 µM 0,4 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,5 µl 
dd H2O do 50 µl 36,7 µl 
DNA  5 µl 
 
Preglednica 8: Pogoji za pomnoževanje gena nad1 v primarni ugnezdeni reakciji PCR 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
35 
95 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 54 30 s 
Podaljševanje 72 90 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
  
Gašperšič Š. Genotipska opredelitev trakulje Echinococcus granulosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
29 
Preglednica 9: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena nad1 s komercialnim kompletom reagentov 
FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, Nemčija) v sekundarni ugnezdeni reakciji PCR. 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 1 µl 
10mM dNTP 200 µM 1 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
EgNDI1 
0,4 µM 0,4 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
EgNDI2 
0,4 µM 0,4 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,5 µl 
dd H2O do 50 µl 40,7 µl 
DNA  1 µl 
 
 
Preglednica 10: Pogoji za pomnoževanje gena nad1 v sekundarni ugnezdeni PCR 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
35 
95 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 56 30 s 
Podaljševanje 72 30 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.2.1.3 Pomnoževanje gena rrnL 
 
Gen rrnL smo pomnoževali s komercialnim kompletom reagentov HotStarTaq DNA 
Polymerase (Quaigen, Nemčija). Reakcijska mešanica in pogoji za pomnoževanje gena so 
navedeni v Preglednici 11 in 12. 
 
Preglednica 11: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena rrnL s komercialnim kompletom reagentov 
HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen, Nemčija). 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 1 µl 
10mM dNTP 100 µM 1 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
rrnL-F 
0,5 µM 0,6 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
rrnL-R 
0,5 µM 0,6 µl 
5U/µl Taq polimeraza 2,5 U/reakcijo 1 µl 
dd H2O do 50 µl 35,8µl 
DNA  5 µl 
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Preglednica 12: Pogoji za pomnoževanje gena rrnL. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 15 min 
Denaturacija  
35 
94 45 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 61 60 s 
Podaljševanje 72 45 s 
Končno podaljševanje 1 72 10 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.2.1.4 Pomnoževanje gena rrnS 
 
Gen rrnS smo pomnoževali v dveh različnih reakcijah PCR. Z uporabo začetnih 
oligonukleotidov rrnS-F in rrnS-R smo pridobili 577 bp velike pomnožke, z uporabo 
začetnih oligonukleotidov Ech12S-F in Cest12S-R pa 258 bp velike pomnožke. Obe 
reakciji smo izvedli s komercialnim kompletom reagentov FastStart™ High Fidelity PCR 
System (Roche, Nemčija). Reakcijski mešanici in pogoji za pomnoževanje gena so 
navedeni v Preglednici 13, 14, 15 in 16. 
 
Preglednica 13: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena rrnS s komercialnim kompletom FastStart™ 
High Fidelity PCR System (Roche, Nemčija) in začetnima oligonukleotidoma rrnS-F in rrnS-R. 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 1 µl 
10mM dNTP 200 µM 1 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
rrnS-F 
0,4 µM 0,4 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
rrnS-R 
0,4 µM 0,4 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,5 µl 
dd H2O do 50 µl 36,7 µl 
DNA  5 µl 
 
 
Preglednica 14: Pogoji za pomnoževanje gena rrnS z začetnima oligonukleotidoma rrnS-F in rrnS-R. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
35 
95 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 53 30 s 
Podaljševanje 72 30 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
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Preglednica 15: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena rrnS s komercialnim kompletom reagentov 
FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, Nemčija) in začetnima oligonukleotidoma Ech12S-F in 
Cest12S-R. 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 2,5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 0,5 µl 
10mM dNTP 200 µM 0,5 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
Ech12S-F 
0,4 µM 0,2 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
Cest12S-R 
0,4 µM 0,2 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,25 µl 
dd H2O do 25 µl 15,85 µl 
DNA  5 µl 
 
 
Preglednica 16: Pogoji za pomnoževanje gena rrnS z začetnima oligonukleotidoma Ech12S-F in Cest12S-R. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
40 
94 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 55 30 s 
Podaljševanje 72 60 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.2.1.5 Pomnoževanje gena nad5 
 
Gen nad5 smo pomnoževali s komercialnim kompletom reagentov FastStart™ High 
Fidelity PCR System (Roche, Nemčija). Reakcijska mešanica in pogoji za pomnoževanje 
gena so navedeni v Preglednici 17 in 18. 
 
Preglednica 17: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena nad5 s komercialnim kompletom reagentov 
FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, Nemčija). 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 2,5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 0,5 µl 
10mM dNTP 200 µM 0,5 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
NAD5f 
0,4 µM 0,2 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
NAD5r 
0,4 µM 0,2 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,25 µl 
dd H2O do 25 µl 15,85 µl 
DNA  5 µl 
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Preglednica 18: Pogoji za pomnoževanje gena nad5. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
40 
94 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 50 30 s 
Podaljševanje 72 60 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.2.2 Pomnoževanje jedrnega genoma 
 
V reakciji PCR smo pomnoževali jedrni gen 18S rRNA. 
 
3.3.2.2.1 Pomnoževanje gena 18S rRNA 
 
Gen 18S rRNA smo pomnoževali na dveh različnih lokusih gena z uporabo dveh različnih 
parov oligonukleotidnih začetnikov. Z oligonukleotidnima začetnikoma Cestode1-F in 
Cestode 1-R smo pridobili 162 bp velike pomnožke, z uporabo oligonukleotidnih 
začetnikov CeDeTy3-F in CeDeTy3-R pa 202 bp velike pomnožke. Obe reakciji smo 
izvedli s komercialnim kompletom reagentov FastStart™ High Fidelity PCR System 
(Roche, Nemčija). Reakcijski mešanici in pogoji za pomnoževanje gena se nahajajo v 
Preglednici 19, 20, 21 in 22. 
 
Preglednica 19: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena 18S rRNA z oligonukleotidnimi začetniki 
Cestode1-F in Cestode 1-R s komercialnim kompletom reagentov FastStart™ High Fidelity PCR System 
(Roche, Nemčija). 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 2,5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 0,5 µl 
10mM dNTP 200 µM 0,5 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
Cestode1-F 
0,4 µM 0,2 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
Cestode1-R 
0,4 µM 0,2 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,25 µl 
dd H2O do 25 µl 15,85 µl 
DNA  5 µl 
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Preglednica 20: Pogoji za pomnoževanje gena 18S rRNA z oligonukleotidnimi začetniki Cestode1-F in 
Cestode 1-R. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
35 
95 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 55 30 s 
Podaljševanje 72 30 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
Preglednica 21: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena 18S rRNA z oligonukleotidnimi začetniki 
CeDeTy3-F in CeDeTy3-R s komercialnim kompletom FastStart™ High Fidelity PCR System (Roche, 
Nemčija). 
Reagent Končna koncentracija Volumen za 1 vzorec 
10X PCR pufer z 1.8mM MgCl2 1 X 2,5 µl 
25mM MgCl2 2 mM 0,5 µl 
10mM dNTP 200 µM 0,5 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
CeDeTy3-F 
0,4 µM 0,2 µl 
50 µM začetni oligonukleotid 
CeDeTy3-R 
0,4 µM 0,2 µl 
5U/µl Taq polimeraza 1,25 U/reakcijo 0,25 µl 
dd H2O do 25 µl 15,85 µl 
DNA  5 µl 
 
 
Preglednica 22: Pogoji za pomnoževanje gena 18S rRNA z oligonukleotidnimi začetniki CeDeTy3-F in 
CeDeTy3-R. 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija  
35 
95 30 s 
Naleganje začetnih olignonukleotidov 65 30 s 
Podaljševanje 72 30 s 
Končno podaljševanje 1 72 7 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.3 Elektroforeza DNA v agaroznem gelu 
 
Pridelke PCR smo ločili po velikosti v 2 % agaroznem gelu GellyPhor agarose 
(EuroClone, Italija), ki smo ga obarvali s SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, ZDA). 
Na gel smo nanesli 10 µl pridelka PCR skupaj z 1 µl nanašalnega barvila DNA Gel 
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Za določanje velikosti pridelkov PCR smo 
uporabili velikostni standard GeneRuler 100bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). Pridelke PCR smo vizualizirali s presvetljevalnikom UV GelDoc-It™ TS Imaging 
System (UVP, ZDA). Pričakovane velikosti fragmentov za posamezne pomnožke genov se 
nahajajo v Preglednici 23. 
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Preglednica 23: Velikost pridelka reakcije PCR za posamezne gene. 
Gen Velikost pridelka (bp) 
cox1 443 
nad1 (primarna ugnezdena PCR) 1238 
nad1 (sekundarna ugnezdena PCR) 529 
rrnL 771 
rrnS (oligonikleotidna začetnika rrnS-F in rrnS-
R) 
577 
rrnS (oligonikleotidna začetnika Ech12Sf in 
Cest 12Sr) 
285 
nad5 297 
18S rRNA (oligonukleotidna začetnika Cestode 
1-F in Cestode 1-R) 
162 
18S rRNA (oligonukleotidna začetnika 
CeDeTy3-F in CeDeTy3-R) 
202 
 
 
3.3.4 Čiščenje pridelkov PCR 
 
Pridelke PCR smo očistili z encimoma alkalna fosfataza FastAP (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) in eksonukleoaza I (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Eksonukleaza I odstrani 
morebitne nevezane oligonukleotidne začetnike v reakciji PCR, alkalna fosfataza pa 
razgradi preostanek nevezanih dNTP. Sestava reakcijske mešanice in pogoji za reakcijo 
čiščenja pridelkov PCR so navedeni v Preglednici 24 in 25. 
 
Preglednica 24: Reakcijska mešanica za čiščenje pridelkov PCR. 
Reagent Volumen za čiščenje enega pridelka PCR 
FastAP alkalna fosfataza 1 µl 
Eksonukleaza I 0,5 µl 
Pridelek PCR 5 µl 
 
Preglednica 25: Reakcijski pogoji za čiščenje pridelkov PCR 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Delovanje encima 1 37 15 min 
Denaturacija encima 1 85 15 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.5 Sekvenčna reakcija 
 
Sekvenčno reakcijo smo izvedli v Laboratoriju za diagnostiko zoonoz, IMI, na aparaturi 
Veriti Thermal Cycler (Applied biosystems, ZDA). Uporabili smo komercialni komplet 
reagentov BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 
Biosystems, ZDA). Sestava reakcijske mešanice in pogoji za rekacijo so navedeni v 
Preglednici 26 in 27. 
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Za vsak pridelek PCR smo izvedli dve ločeni sekvenčni reakciji, saj smo sekvencirali 
vsako verigo dvovijačne DNA posebej. Za sekvenčno reakcijo smo uporabili enake 
oligonukleotidne začetnike kot pri reakciji PCR, le da smo jih pripravili ločeno in jih 
fizično ločili od tistih, namenjenih za PCR. 
 
Preglednica 26: Reakcijska mešanica za sekvenčno reakcijo. 
Reagent Volumen za 1 vzorec 
Pufer 3 µl 
Osnovna mešanica 2 µl 
Začetni oligonukleotid (50 µM) 1,3 µl 
dd H2O 10,5 µl 
DNA 3,2 µl 
 
Preglednica 27: Pogoji sekvenčne reakcije 
Korak Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Začetna denaturacija 1 96 1 min 
Denaturacija  
25 
96 10 s 
Naleganje  55 5 s 
Podaljševanje 60 4 min 
Hlajenje 1 4 ∞ 
 
 
3.3.6 Čiščenje pridelkov sekvenčne reakcije in sekvenciranje 
 
Pridelke sekvenčne reakcije smo očistili s komercialnim kompletom reagentov BigDye® X 
Terminator™ Purification kit (Applied Biosystems, ZDA), ki je sestavljen iz raztopine 
SAM™ in reagenta XTerminator. Slednji veže nevezane ostanke reakcije in prepreči 
nespecifično vezavo barvil na pridelke sekvenčne reakcije, SAM™ pa izboljša delovanje 
reagenta XTerminator in ohranja integriteto pridelkov sekvenčne reakcije. 
 
Pridelke sekvenčne reakcije v mikrotitrski plošči smo najprej centrifugirali 1 minuto pri 
1000 x g. Nato smo k vsakemu pridelku dodali 90 µl raztopine SAM™ in 20 µl reagenta 
XTerminator, ki smo ju predhodno ogreli na sobno temperaturo. Ploščo smo tesno zalepili 
s folijo in stresali 30 minut pri 2000 obratih na minuto na stresalniku mikrotitrskih plošč 
MixMate (Eppendorf, Nemčija), zatem pa centrifugirali 2 minuti pri 1000 x g. 
 
Ploščo smo zavili v aluminijasto folijo in jo do sekvenciranja shranili v hladilniku pri 4 °C. 
Sekvenciranje očiščenih pridelkov sekvenčne reakcije smo izvedli na aparaturi ABI 3500 
(Applied Biosystems, ZDA). 
 
3.3.7 Analiza nukleotidnih zaporedij 
 
Nukleotidna zaporedja smo uredili in analizirali v programu CLC Main Workbench 6.2 
(CLC Bio, Danska). Sestavili smo nukleotidni zaporedji obeh verig DNA in ročno 
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pregledali ter ocenili kvaliteto zaporedja. Nato smo zaporedja pomnoženih delov genov za 
posamezne izolate združili. 
 
Nukleotidna zaporedja različnih izolatov smo poravnali v programu Clustal MUSCLE 
(EMBL-EBI, Velika Britanija). V poravnavo smo vključili tudi zaporedja celotnih 
mitohondrijskih genomov za posamezne genotipe E. granulosus, kot zunanjo skupino smo 
uporabili zaporedje mitohondrijskega genoma Taenia solium. V genski banki NCBI imajo 
zaporedja naslednje kode: Echinococcus granulosus (genotip G1) [NC_008075], 
Echinococcus granulosus (genotip G3) [KJ559023], Echinococcus equinus (genotip G4) 
[AF346403], Echinococcus ortleppi (genotip G5) [AB235846], Echinococcus canadensis 
(genotip G6) [AB208063], Echinococcus canadensis (genotip G7) [AB235847], 
Echinococcus canadensis (genotip G8) [AB235848], Echinococcus canadensis (genotip 
G10) [AB745463], Taenia solium [AB086256]. V programu Mega 7.0 Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (Kumar in sod., 2015) smo izrisali drevo sorodnosti. Za 
izris drevesa sorodnosti smo uporabili metodo največjega verjetja, statistično podporo 
vozlišč pa smo ocenili z neparametričnim testom vezanja s 1000 ponovitvami. 
 
3.3.8 Obdelava podatkov 
 
Podatke o vzorcih in rezultate rekacij PCR smo združili v tabele in analizirali s 
programaom Microsoft Excel. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 PODATKI O BOLNIKIH 
 
V raziskavo smo vključili 15 vzorcev cist 15 bolnikov s CE. Podatke o starosti, spolu, 
bivališču in rezultatih serološkega testiranja na prisotnost protiteles proti trakulji smo imeli 
na voljo za 10 bolnikov. Ti bolniki so bili stari med 9 in 74 let, povprečno 45 let. Pet od 
desetih (50 %) bolnikov je bilo moškega in pet (50 %) ženskega spola. Devet od 10 (90 %) 
obolelih oseb je prihajalo iz Slovenije, najpogosteje iz Ljubljane ali njene okolice. Ena 
oseba je prihajala iz Bosne in Hercegovine. Pri polovici od desetih bolnikov so bili 
rezultati seroloških testiranj IHA in WB pozitivni, pri polovici pa rezultati obeh testiranj 
lažno negativni. Podatke o lokaciji ehinokokne ciste smo imeli za 4 bolnike. Pri vseh od 
njih se je ehinokokna cista nahajala v jetrih. 
 
Podatki o bolnikih s CE, vključenih v raziskavo, so navedeni v Preglednici 3. 
 
4.1 MIKROSKOPIRANJE VZORCEV EHINOKOKNIH CIST 
 
V nativnem mikroskopskem preparatu je bilo v vseh 15 vzorcih vsebine cist bolnikov s CE 
in 5 vzorcih ehinokoknih cist prašičev mogoče opaziti protoskolekse ali posamezne 
kaveljce, kar nakazuje na fertilnost ciste (Sliki 8 in 9). 
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Slika 8: Nativni mikroskopski preparat vsebine ciste, kjer so vidni protoskoleksi. 
 
  
Slika 9: Protoskoleks v nativnem mikroskopskem preparatu vsebine ciste, kjer so vidni kaveljci. 
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4.2 OSAMITEV DNA 
 
Po osamitvi DNA s komercialnim kompletom reagentov QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 
Nemčija) po protokolu za tkiva smo koncentracijo osamljene DNA in njeno čistost 
preverili z napravo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA). V vseh vzorcih je 
bila prisotna primerno čista DNA v zadostni koncentraciji.  
 
4.3 REZULTATI POMNOŽEVANJA DNA Echinococcus granulosus s. l.  
 
S PCR smo pomnoževali osem delov genov genoma trakulj iz rodu Echinococcus (cox1, 
nad1, rrnL, rrnS (577 in 285 bp), nad5 ter dva dela gena za 18S rRNA). Od skupno 15 
vzorcev ehinokoknih cist bolnikov s CE smo pomnožke PCR za vse pomnoževane lokuse 
pridobili pri 8 (53 %) vzorcih. Vseh osem vzorcev je bilo hranjenih pri temperaturi -20 °C 
brez dodanega formalina. Pri dveh vzorcih (VZ4 in 16-3697) smo uspeli pridobiti 
pomnožke PCR le za pet oz. štiri pomnoževane lokuse. Vzorec z oznako VZ4 je bil 
hranjen pri temperaturi +4 °C z dodanim formalinom, vzorec z oznako 16-3697 pa pri -20 
°C brez dodanega formalina. Pri petih (33 %) vzorcih, ki so bili hranjeni pri +4 °C z 
dodanim formalinom, smo bili pri pomnoževanju proučevanih lokusov neuspešni 
(Preglednica 28).   
 
Iz vzorcev ehinokoknih cist prašičev smo od skupno petih vzorcev uspeli pridobiti 
pomnožke PCR na vseh lokusih pri štirih (80 %) vzorcih. Pri enem vzorcu smo uspeli 
pridobiti pomnožke le na štirih lokusih (Preglednica 28). 
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Preglednica 28:Prisotnost  pomnožkov PCR za posamezne vzorce glede na pomnoževani gen. 
Gostitelj Oznaka 
vzorca 
Prisotnost pomnožkov PCR (DA/NE) 
cox1 nad1 rrnL nad5 rrnS 18S rRNA 
rrnS-
F/R 
Ech12Sf / 
Cest12Sr 
Cestode 1 
F/R 
CeDeTy3- 
F/R 
 
 
 
 
 
 
 
 
človek 
VZ1 NE NE NE NE NE NE NE NE 
VZ2 NE NE NE NE NE NE NE NE 
VZ3 NE NE NE NE NE NE NE NE 
VZ4 DA NE NE DA NE DA DA DA 
VZ5  NE NE NE NE NE NE NE NE 
11-1646 DA DA DA DA DA DA DA DA 
12-807 DA DA DA DA DA DA DA DA 
12-3323 DA DA DA DA DA DA DA DA 
13-3032 DA DA DA DA DA DA DA DA 
15-2581 DA DA DA DA DA DA DA DA 
16-3697 NE NE NE DA NE DA DA* DA* 
16-4915 DA DA DA DA DA DA DA DA 
16-2588 NE NE NE NE NE NE NE NE 
17-4436 DA DA DA DA DA DA DA DA 
17-4628 DA DA DA DA DA DA DA DA 
 
 
prašič 
P-894 NE NE NE DA NE DA DA* DA* 
P-1013 DA DA DA DA DA DA DA DA 
P-969 DA DA DA DA DA DA DA DA 
P-397 DA DA DA DA DA DA DA DA 
P-775 DA DA DA DA DA DA DA DA 
Pomnožki, pri katerih je bilo sekvenciranje neuspešno so označeni z *. 
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Slika 10: Vizualizacija pomnožkov PCR na agaroznem gelu za dele genov cox1 (443 bp), nad1 (529 bp), 
rrnL (771 bp), rrnS (1) (577 bp), nad5 (297 bp) in rrnS (2) (285 bp). 
Uporabili smo označevalec molekulske mase velikosti 100 bp (100 bp). Prikazani so pomnožki PCR za 
reprezentativni vzorec E. granulosus (V), negativno kontrolo (NK) in pozitivno kontrolo (PK).  
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Slika 11: Vizualizacija pomnožkov PCR na agaroznem gelu za dva lokusa gena 18S rRNA. 
Uporabili smo označevalec molekulske mase velikosti 100 bp (100 bp). Prikazani so pomnožki PCR za 
reprezentativni vzorec E. granulosus (V), negativno kontrolo (NK) in pozitivno kontrolo (PK). Pomnožki, 
označeni z 18S rRNA (1), predstavljajo odsek gena 18S rRNA, pomnožen z oligonukleotidnima začetnikoma 
CeDeTy3-F in CeDeTy3-R. Pomnožek je velik 202 bp. Pomnožki označeni z 18S rRNA (2) predstavljajo 
odsek gena 18S rRNA, pomnožen z oligonukleotidnima začetnikoma Cestode 1-F in Cestode1-R. Pomnožek 
je velik 162 bp.  
 
 
4.4 GENOTIPIZACIJA Echinococcus granulosus s. l.  
 
Pomnožkom rekacije PCR smo analizirali nukleotidno zaporedje z avtomatskim 
sekvenciranjem. Sekvenciranje je bilo neuspešno, če zaporedja ni bilo, če je bilo zaporedje 
prekratko ali pa če je bil šum tako močan, da ni bilo mogoče razbrati zaporedja 
nukleotidov.  
 
Vsem pridobljenim pomnožkom PCR delov genov cox1, nad1, rrnL, rrnS in nad5 smo 
uspešno ugotovili nukleotidno zaporedje (Preglednica 28). Pomnožkom dveh delov gena 
18S rRNA, pomnoženim z oligonukleotidnima začetnikoma Cestode1-F in Cestode1-R ter 
oligonukleotidnima začetnikoma CeDeTy3-F in CeDeTy3-R, smo uspeli ugotoviti 
nukleotidno zaporedje pri 87 % pomnožkov PCR (Preglednica 29). 
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 Preglednica 29: Uspešnost pomnoževanja vzorcev in sekvenciranja pomnožkov PCR na posameznih delih 
genov, izražena v odstotkih. 
Lokus Število uspešno 
pomnoženih vzorcev 
Delež uspešno 
pomnoženih 
vzorcev (%) 
Število uspešno 
sekvenciranih 
pomnožkov 
PCR 
Delež uspešno 
sekvenciranih 
pomnožkov PCR 
(%) 
cox1 13 65 13 100 
nad1 12 60 12 100 
rrnL 12 60 12 100 
nad5 15 75 15 100 
rrnS (577 bp) 12 60 12 100 
rrnS (285 bp) 15 75 15 100 
18S rRNA 
(začetna 
oligonukleotida 
Cestode1 F/R) 
15 75 
 
13 87  
18S rRNA 
(začetna 
oligonukleotida 
CeDeTy3 F/R) 
15 75  13 87 
 
Nukleotidna zaporedja vseh pomnoževanih lokusov mitohondrijskega genoma uspešno 
sekvenciranih vzorcev smo združili v enotno zaporedje glede na vrstni red posameznih 
genov v genomu trakulje. Drevo sorodnosti vzorcev in referenčnih zaporedij genotipov E. 
granulosis s. l. in zaporedja zunanje skupine (Taenia solium), izrisano na podlagi analize 
poravnanih nukleotidnih zaporedij, je prikazano na slikah 12 in 13. 
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Slika 12: Filogenetsko drevo izolatov Echinococcus granulosus s. l., izrisano na podlagi nukleotidnih 
zaporedij delov mitohondrijskih genov cox1, nad1 (529 bp), rrnL, rrnS (285 bp), nad5 in 18S rRNA. 
V izris drevesa nismo vključili vseh vzorcev, saj reakcija PCR in/ali sekvenciranje ni uspelo za vse navedene 
mitohondrijske gene pri vseh vzorcih. 
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Slika 13: Filogenetsko drevo izolatov Echinococcus granulosus s. l., izrisano na podlagi nukleotidnih 
zaporedij delov mitohondrijskih genov nad5 in rrnS (285 bp). 
V izris drevesa je vključenih vseh 15 vzorcev vsebin ehinokoknih cist, kjer sta bili reakcija PCR in 
sekvenciranje uspešna na vsaj teh dveh lokusih.  
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Iz filogenetskih dreves (Slika 12, 13) je razvidno, da je bilo izmed desetih bolnikov, 
katerih izolati ehinokoknih cist so bili uspešno genotipizirani, pet (50 %) okuženih z E. 
granulosus s. s. G1, 1 (10 %) z E. granulosus s. s. G3 in štirje (40 %) z E. canadensis G7. 
Z vključitvijo krajših fragmentov genov nad5 in rrnS (285 bp) smo uspešno analizirali tudi 
genotip vzorca VZ4, ki je bil hranjen v formalinu. 
 
Vseh pet izolatov ehinokoknih cist prašičev je pripadalo E. canadensis genotipa G7.  
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Preglednica 30: Podatki o bolnikih s CE, vključenih v raziskavo, in njihovih vzorcih ter rezultati serološkega testiranja bolnikov na prisotnost protiteles proti 
Echinococcus spp., rezultati mikroskopskega pregleda vsebine ehinokoknih cist in rezulati genotipizacije E. granulosus s.l. 
Legenda: M = moški spol, Ž = ženski spol, IHA = indirektna hemaglutinacija, WB = test Western blot, POZ = pozitivno, NEG = negativno, / = ni podatka 
Oznaka 
vzorca 
Leto 
odvzema 
vzorca 
Spol Starost 
(leta) 
Kraj 
bivanja 
Lokacija 
ehinokokne ciste 
Hranjenje vzorca Rezultat serološkega 
testiranja 
Prisotnost 
kaveljcev  ali 
protoskoleksov v 
vzorcu 
Dokazan genotip v 
vzorcu 
IHA WB 
VZ1 Pred 
2011 
Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
DA / 
VZ2 Pred 
2011 
Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
DA / 
VZ3 Pred 
2011 
Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
DA / 
VZ4 Pred 
2011 
Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
DA Echinococcus 
granulosus G1 
VZ5 Pred 
2011 
Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
Ni podatka Ni podatka +4 °C formalin Ni 
podatka 
Ni 
podatka 
DA / 
11-1646 2011 M 9 Prevorje Ni podatka -20 °C POZ 
(1:512) 
POZ DA Echinococcus 
granulosos G7 
12-807 2012 Ž 28 Brezovica 
pri Ljubljani 
Jetra -20 °C POZ 
(1:64) 
POZ DA Echinococcus 
granulosus G1 
12-3323 2012 M 41 Ljubljana Ni podatka -20 °C POZ 
(1:2048) 
POZ DA Echinococcus 
granulosus G1 
13-3032 2013 Ž 46 BIH Ni podatka -20 °C NEG NEG DA Echinococcus 
granulosus G1 
15-2581 2015 M 37 Ljubljana Jetra -20 °C NEG NEG DA Echinococcus 
granulosus G3 
16-3697 2016 Ž 74 Ljubljana Jetra -20 °C NEG NEG DA Echinococcus 
granulosus G7 
16-2588 2016 Ž 45 Ljubljana Ni podatka +4 °C formalin NEG NEG DA / 
16-4915 2016 Ž 54 Ljubljana Jetra -20 °C POZ 
(1:128) 
POZ DA Echinococcus 
granulosus G7 
17-4436 2017 M 56 Škofja Loka Ni podatka -20 °C POZ 
(1:64) 
POZ DA Echinococcus 
granulosus G1 
17-4628 2017 M 64 Medvode Ni podatka -20 °C NEG NEG DA Echinococcus 
granulosus G7 
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5 RAZPRAVA 
 
Echinococcus granulosus s. l. ali pasja trakulja povzroča nastanek cistične ehinokokoze pri 
ljudeh in drugih vmesnih gostiteljih. Slednji se okužijo z zaužitjem jajčec pasje trakulje, ki 
se iz končnega gostitelja, najpogosteje psa, izločajo z blatom (Logar in sod., 2008). Iz 
jajčec se v prebavilu vmesnih gostiteljev razvijejo ličinke, ki predrejo črevesno steno in po 
krvnem obtoku potujejo najpogosteje do jeter in pljuč. Iz njih nastanejo hidatidne ciste, ki 
tekom rasti s svojo velikostjo vplivajo na delovanje prizadetega in sosednjih organov. 
Bolezen najpogosteje poteka brezsimptomno, zato jo največkrat odkrijemo zaradi drugih 
preiskav (Eckert in sod., 2001).  
 
CE je obvezno prijavljiva bolezen, ki jo dokažemo z različnimi diagnostičnimi metodami 
kot so serološke, slikovne in molekularne metode ter mikroskopiranje (Sočan in sod., 
2018). Okužbe s CE na IMI ugotavljamo s serološkimi metodami, s katerimi dokazujemo 
protitelesa proti ehinokoknim antigenom. Kot presejalni test se uporablja indirektna 
hemaglutinacija (IHA) in kot potrditveni test Western blot (WB). Občutljivost testa IHA 
pri CE je 82 %, pri testu WB pa 98 %. Možne so tudi navzkrižne reakcije in lažno pozitivni 
rezultati, ko ima bolnik druge okužbe s helminti ali avtoimunske bolezni. Zaradi aktivnega 
in pasivnega vpliva ehinokoka na imunski sistem so serološke preiskave lahko tudi lažno 
negativne. Test PCR nam omogoča razjasnitev lažno pozitivnih in negativnih rezultatov ter 
ugotovitev vrste ehinokoka. Edini primeren vzorec za ugotavljanje CE je vsebina ciste, kjer 
dokazujemo kaveljčke, protoskolekse in DNA parazita (Dragičević in sod., 2015). Od leta 
2011 do leta 2017 je bilo v Laboratoriju za parazitologijo, IMI, shranjenih 10 vzorcev 
vsebine cist pasje trakulje, ki je povzročila okužbe pri ljudeh, in te smo vključili v našo 
raziskavo. Dodatno smo vključili tudi 5 vzorcev, ki so bili starejši, odvzeti pred letom 
2011, in za katere podatkov o bolnikih nismo imeli (oznaka VZ1-VZ5). Iz Preglednice 30 
je razvidno, da je bilo 5 od 10 bolnikov s CE, vključenih v raziskavo in za katere imamo 
podatke o rezultatih serološkega testiranja, seronegativnih. Z reakcijo PCR in 
sekveniranjem smo uspeli dokazati okužbo s pasjo trakuljo, kar pomeni, da je slednja 
metoda veliko bolj občutljiva in tudi specifična, saj lahko genetsko opredelimo trakuljo do 
genotipa.  
 
V magistrsko nalogo smo vključili tudi pet cist pasje trakulje, ki je povzročila okužbe pri 
prašičih. Ciste so bile odvzete med letoma 2012 in 2015 ter shranjene na Veterinarski 
fakulteti Univerze v Ljubljani.  
 
Bolezen oziroma razvojna oblika povzročitelja CE se spremlja v okviru obveznega post 
mortem pregleda živali po zakolu, v skladu z določili uredbe (Uredba evropskega 
parlamenta in sveta (ES), 2004.) V primeru ugotovitve značilnih sprememb na organih 
rejnih živali ali uplenjene divjadi se organ oziroma del organa pošlje na parazitološko 
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preiskavo. Od leta 2006 se opravlja obvezna parazitološka identifikacija povzročitelja v 
Laboratoriju za parazitologijo Veterinarske fakultete v Ljubljani (UVHVVR, 2018). 
 
Iz vsebine cist pasje trakulje smo pripravili nativni preparat in ga mikroskopirali. Vidni 
protoskoleksi ali posamezni kaveljci v vsebini ciste nakazujejo na njeno fertilnost, kar 
pomeni, da se v tekoči vsebini ciste nahaja dovolj DNA pasje trakulje. V primeru, da 
protoskoleksov ne bi opazili, bi za osamitev DNA potrebovali germinativno membrano 
ciste, saj se v tekoči vsebini sterilne ciste nahaja manj DNA kot v vsebini fertilne ciste, kjer 
so prisotni protoskoleksi (Rahdar in sod., 2008).  
 
Osamitev DNA smo izvedli s pomočjo komercialnega kompleta reagentov za osamitev 
DNA. Izolate smo nato preverili z napravo Nanodrop, s pomočjo katere smo pridobili 
podatke o koncentraciji DNA ter njeni čistosti oziroma prisotnosti topil, ki bi lahko ovirala 
reakcijo PCR. V vseh preiskovanih vzorcih je bila zadostna koncentracija molekul DNA, 
prav tako je bila ustrezna njihova čistost. Pri nekaterih vzorcih je bila vsebina ehinokoknih 
cist bistra ter je vsebovala veliko število protoskoleksov ali kaveljcev. Za te lahko 
sklepamo, da je bila cista v zgodnji fazi razvoja (Rinaldi in sod., 2014). Iz njih smo 
pridobili visoko koncentracijo DNA, saj je cista vsebovala veliko število protoskoleksov. 
Vzorec z oznako 16-3697 je bil gost in zrnate teksture z manjšim številom protoskoleksov, 
v izolatu je bila prisotna nižja koncentracija molekul DNA. 
 
Reakcijo PCR smo za vse preiskovane gene izvedli pri vseh vzorcih, vendar je bila reakcija 
PCR za vse preiskovane gene uspešna pri 60 % vzorcev. Pri vzorcih z oznakami 16-2588, 
VZ1, VZ2, VZ3 in VZ5 nismo pridobili nobenega pomnožka PCR, saj je bil omenjenim 
vzorcem dodan fiksativ formalin, ki poškoduje DNA verigo in povzroči njeno 
fragmentacijo (Do in Dobrovic, 2015). Čeprav je bila koncentracija DNA v teh vzorcih 
zadostna in je bil izolat ustrezne čistosti, je bila vijačnica DNA najverjetneje 
fragmentirana. To je onemogočilo potek reakcije PCR, saj se začetni oligonukleotidi niso 
prilegali na poškodovano verigo DNA ali pa encim polimeraza zaradi poškodb vijačnice ni 
uspešno prepisoval DNA. Posledično na elektroforeznem gelu nismo zaznali produktov. Za 
vzorce, kjer nismo pridobili produktov na vseh genih, lahko sklepamo, da je bila molekula 
DNA poškodovana na delu, ki smo ga pomnoževali v reakciji PCR.  
 
Izmed šestih vzorcev, ki so bili hranjeni v formalinu pri + 4°C, smo pridobili pomnožke le 
pri vzorcu z oznako VZ4. Uspešno smo pomnožili gene cox1, nad5, rrnS (285 bp) in dva 
dela gena 18S rRNA. Pri pomnoževanju genov nad1, rrnL in rrnS (577 bp) smo bili 
neuspešni, najverjetneje zaradi pomnoževanja daljših fragmentov, kjer so bile prisotne 
poškodbe na vijačnici DNA. 
 
Ker za gen nad1 v vzorcih, ki so se kasneje izkazali, da pripadajo vrsti E. canadensis, 
sprva nismo pridobili pomnožkov, smo občutljivost pomnoževanja poskusili povečati z 
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ugnezdeno reakcijo PCR. V prvi fazi ugnezdene reakcije smo pomnoževali daljši odsek 
gena nad1 z začetnima oligonukleotidoma nad1-F in nad1-R, kjer smo pridobili 1238 bp 
velike pomnožke. Nato smo izvedli sekundarno ugnezdeno reakcijo PCR, kjer smo znotraj 
prvega pomnožka PCR pomnoževali krajši, 529 bp dolg odsek gena nad1 z 
oligonukleotidnima začetnikoma EgNDI1 in EgNDI2. Ugnezdena reakcija PCR je za gen 
nad1 uspešnejša, saj smo na ta način pridobili zaporedja štirih vzorcev, pri katerih smo bili 
z reakcijo PCR neuspešni. 
 
Reakcija PCR je bila uspešnejša v primeru pomnoževanja krajših delov genov. 
Najuspešnejše reakcije so bile na genih nad5, rrnS (285 bp) in obeh preiskovanih lokusih 
gena 18S rRNA. Nastali pomnožki so bili veliki od 162 do 297 bp. Uspešnost reakcij je bila 
75 %. Med manj uspešne reacije PCR sodijo pomnoževanje genov rrnL, rrnS (577 bp) in 
nad1, saj je bilo pomnoževanje uspešno v 60 % primerov. Nastali pomnožki so bili veliki 
med 529 in 771 bp. Reakcije PCR, pri katerih pomnožujemo daljše fragmente, so lahko 
neuspešne, če je DNA na pomnoževanem odseku poškodovana. Velikost fragmenta, ki ga 
pridobimo s pomočjo reakcije PCR, je pomembna zaradi informativnosti končnega 
nukleotidnega zaporedja. Daljši kot je fragment, večja je informativnost zaporedja ter 
kakovost končnih genetskih podatkov o organizmu, na podlagi katerih lahko ugotovimo 
posamezne genotipe (Addy in sod., 2017). 
 
V raziskavo smo vključili tudi vsebino ciste, ki pri bolniku ni nastala zaradi okužbe s pasjo 
trakuljo. Vsebina ciste je bila do obdelave hranjena pri temperaturi -20 °C in sicer brez 
dodanega formalina. S testi PCR za pomnoževanje preiskovanih genov nismo dokazali 
ehinokokne DNA v cisti. Avtorji člankov, po katerih smo povzeli začetne oligonukleotide 
(Preglednica 4), v raziskavah specifičnosti začetnih oligonukleotidov niso preverjali na 
cistah, ki niso nastale zaradi okužbe s pasjo trakuljo. Prav tako niso preverili specifičnosti 
tudi v primerjavi z drugimi helminti.  
 
Uspešno pridobljene in na elektroforeznem gelu vidne pomnožke smo očistili ter jih 
sekvencirali z avtomatskim sekvenatorjem. Sekvenciranje je bilo uspešno v 100 % 
primerih, razen pri sekvenciranju pomnožkov PCR za dva odseka gena 18S rRNA, kjer je 
bila uspešnost 87 %. Slabo kakovost zaporedja oziroma njegovo odsotnost lahko pripišemo 
nizki koncentraciji pomnožkov PCR ali njihovi nespecifičnosti.  
 
S poravnavo pridobljenih zaporedij in z izrisom drevesa sorodnosti smo posameznim 
vzorcem pripisali genotip E. granulosus s. l. glede na sorodnost z referenčnimi genotipi iz 
genske banke podatkov. Glede na našo hipotezo smo pričakovali, da bodo bolniki s CE 
okuženi z genotipom G1 E. granulosus s. s., ki je najpogostejši povzročitelj CE pri ljudeh, 
saj povzroča 88 % vseh okužb ljudi (Alvarez Rojas in sod., 2014). Pri petih od desetih 
bolnikov, katerih izolati ehinokoknih cist so bili uspešno genotipizirani, smo ugotovili 
okužbo z genotipom G1 (Slika 13). Pri enem (10 %) bolniku smo ugotovili genotip G3, ki 
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je zelo soroden genotipu G1. V raziskavi smo ugotovili tudi prisotnost genotipa G7, s 
katerim so bili okuženi štirje (40 %) bolniki s CE. Genotip G7 je značilen povzročitelj CE 
pri domačih in divjih prašičih ter ljudeh v srednji in vzhodni Evropi, najpogosteje pa se 
nahaja predvsem v Italiji, na Južnem delu Balkanskega polotoka, Poljskem in Slovaškem 
(Cardona in Carmena, 2013; Deplazes in sod., 2017; Kedra in sod., 1999). Geografsko je 
genotip G7 široko razširjen po vsem svetu skupaj z E. granulosus s.s. (Ito in sod., 2016). 
Povzroča 3,7 % okužb ljudi. V primerjavi z E. granulosus s.s. so nastale ciste manjše 
velikosti, zato je večina bolnikov s CE brezsimptomnih in odkritih naključno, predvsem 
zaradi drugih preiskav (Alvarez Rojas in sod., 2014). Domnevali smo, da bomo v naših 
vzorcih dokazali le genotip G1, saj ta povzroča 88 % vseh okužb ljudi s pasjo trakuljo 
(Alvarez Rojas in sod., 2014). Ker smo imeli na voljo manjše število vzorcev, smo 
predvidevali, da je verjetnost za identifikacijo drugega genotipa kot G1 majhna. Kljub 
temu smo kar pri štirih osebah dokazali okužbo povzročeno z E. canadensis genotipa G7, 
katerega glavni življenjski krog je pes-prašič. V obsežnejši raziskavi, izvedeni v Avstriji, 
so Schneider in sodelavci (2010) ugotovili, da genotip G7 povzroča 92 % primerov CE pri 
avtohtonem avstrijskem prebivalstvu ter 33 % primerov pri obolelih, ki prihajajo iz bivše 
republike Jugoslavije. Zaradi geografske bližine z Avstrijo lahko sklepamo, da je genotip 
G7 široko razširjen tudi v Sloveniji. 
 
Prisotnosti posameznih genotipov, ugotovljenih v raziskavi, in njihovega deleža pri 
povzročanju bolezni ljudi ne moremo projecirati na celotno državo, saj je bilo število cist 
pasjih trakulj, vključenih v raziskavo, premajhno, da bi lahko bili rezultati statistično 
značilni. Za statistično značilnost rezultatov bi v raziskavo morali vključiti najmanj 400 
vzorcev, da bi zagotovili 95 % zanesljivost rezultatov (95 % interval zaupanja) (Israel, 
1992). 
 
V vzorcih ehinokoknih cist prašičev, pridobljenih z Veterinarske fakultete, smo 
pričakovano dokazali genotip G7 v vseh vzorcih, saj ta genotip najpogosteje povzroča 
cistično ehinokokozo prašičev (Kedra in sod., 1999).  
 
Pomemben dejavnik za prenos parazita predstavlja zakol prašičev in drobnice doma, kjer 
psi lahko pridejo v stik z okuženimi organi in kot končni gostitelji omogočajo nadaljnje 
širjenje parazita. V Pravilniku o pogojih za zakol živali izven klavnice za lastno domačo 
porabo (2004) je dovoljen zakol prašičev in drobnice doma, pri čemer pa so organi 
omenjenih živali lahko vir okužbe za pse. Prav tako veterinarski pregled vzrejnih živali ni 
obvezen, razen ob sumu bolezni pred ali po zakolu. Zato je lahko zakol živali, ki so vmesni 
gostitelji pasje trakulje, pomemben vir okužbe za pse in posledično za ljudi. 
 
Večina bolnikov obolelih za cistično ehinokokozo in vključenih v raziskavo, prihaja iz 
Ljubljane ali njene okolice (Preglednica 30), kjer živinoreje ni ali pa je manj pogosta. 
Pričakovali smo, da bo največ bolnikov prihajalo iz regij Slovenije, kjer živinoreja in 
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kmetijstvo prevladujeta, vendar so naše ugotovitve glede geografske razširjenosti CE 
zaradi premajhnega števila vzorcev statistično nezanesljive. Logar in sodelavci so v 
raziskavi, v kateri so ugotavljali seroprevalenco CE v letih od 2002-2006, ugotovili, da je 
bila večina serološko pozitivnih bolnikov iz vzhodnega dela Slovenije (Logar in sod., 
2008). Za interpretacijo geografske razširjenosti bi bil pomemben tudi podatek o izvoru 
psa pred posvojitvijo. Če je pes kot mladič ali pred posvojitvijo prišel v stik z okuženimi 
organi postane končni gostitelj in prenašalec pasje trakulje, četudi kasneje živi v urbanem 
okolju. Za preprečevanje okužb ljudi in drugih vmesnih gostiteljev so ključni veterinarski 
pregledi ter profilaksa pri psih.  
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6 SKLEPI 
 
 Trakuljo Echinococcus granulosus s. l. smo uspešno genotipizirali pri 10/15 (66,7 
%) bolnikih in pri 5/5 (100 %) prašičih s CE, vključenih v raziskavo. 
 Pri uspešno genotipiziranih vzorcih ehinokoknih cist bolnikov s CE smo ugotovili 3 
različne genotipe Echinococcus granulosus s. l.: pri 5/10 (50 %) smo ugotovili E. 
granulosus G1, pri 1/10 (10 %) E. granulosus G3 in pri 4/10 (40 %) E. canadensis 
G7.  Ugotovitev je v nasprotju z našo hipotezo, da so ljudje v Sloveniji okuženi le z 
E. granulosus G1. 
 V vzorcih vsebin 5 ehinokoknih cist prašičev smo ugotovili E. canadensis G7, ki je 
značilen za to vrsto vmesnega gostitelja. 
 Ugotovili smo, da je E. canadensis genotip G7, katerega glavni vmesni gostitelji so 
prašiči, pomemben vir okužb ljudi v Sloveniji. Glede na rezultate naše raziskave 
povzroča več kot 1/3 okužb človeka. 
 Z genotipizacijo Echnococcus granulosus s. l. na osnovi 8 različnih lokusov smo 
uspešno ločili genotipe te trakulje. 
 Rezultati naše raziskave predstavljajo prvi vpogled v genetsko pestrost 
Echinococcus granulosus s. l. pri ljudeh s CE v Sloveniji. 
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7 POVZETEK 
 
Trakulja Echinococcus granulosus s. l. pri ljudeh in živalih povzroča nastanek cistične 
ehinokokoze (CE). Človek je naključni vmesni gostitelj. Okuži se z jajčeci pasje trakulje, 
ki so prisotna v iztrebkih končnega gostitelja, najpogosteje psa. Do okužbe lahko pride 
zaradi stika s psom ali z zaužitjem kontaminiranega sadja in zelenjave. Iz jajčeca se v 
prebavilu sprosti ličinka ali onkosfera, ki predre črevesno steno in se po krvnem obtoku 
prenese najpogosteje do jeter ali pljuč. Iz ličinke se razvije hidatidna cista, ki raste in 
sčasoma zaradi svoje velikosti vpliva na delovanje prizadetega in sosednjih organov. 
Bolezen je sprva zaradi majhne velikosti ciste brez simptomov, zato jo velikokrat 
odkrijemo po naključju zaradi drugih preiskav. 
 
Za razumevanje epidemioloških značilnosti pasje trakulje se najpogosteje uporabljajo 
genotipizacijske metode, s katerimi analiziramo genotip trakulje. Genotipi pasje trakulje se 
med seboj razlikujejo po genetskih, morfoloških, bioloških in biokemijskih značilnostih. 
Prav tako se razlikujejo glede na vrste končnih in vmesnih gostiteljev, po patogenosti, 
hitrosti razvoja hidatidne ciste, geografski razširjenosti in občutljivosti na kemoterapevtske 
učinkovine.  
 
Namen magistrskega dela je bil vzpostaviti genotipizacijsko metodo, ki bi omogočala 
razločevanje med različnimi genotipi Echinococcus granulosus s.l. in ugotoviti, s katerimi 
genotipi so okuženi bolniki s CE v Sloveniji. Prav tako je bil namen ugotoviti s katerimi 
genotipi so okuženi prašiči s CE pri nas. 
 
V raziskavo smo vključili 15 punktatov ehinokoknih cist bolnikov s CE, hranjenih v 
Laboratoriju za parazitologijo Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani. Prav tako smo v raziskavo vključili punktate petih 
ehinokoknih cist prašičev, ki smo jih pridobili z Veterinarske fakultete Univerze v 
Ljubljani. V naši raziskavi smo za genotipizacijo E. granulosus s PCR pomnoževali osem 
delov genov trakulje in sicer dele mitohondrijskih genov cox1, nad1, rrnL, rrnS, nad5 in 
jedrnega gena 18S rRNA. V vzorcih punktatov ehinokoknih cist bolnikov s CE smo 
ugotovili 3 različne genotipe Echinococcus granulosus: pri 5/10 (50 %) smo ugotovili E. 
granulosus G1, pri 1/10 (10 %) E. granulosus G3 in pri 4/10 (40 %) E. canadensis G7. V 
vzorcih ehinokoknih cist prašičev smo v vseh ugotovili E. canadensis genotip G7. Z 
genotipizacijo Echnococcus granulosus s. l. na osnovi osmih različnih delov genov smo 
uspešno ločili genotipe te trakulje. V raziskavi, ki je bila prva tovrstna raziskava v 
Sloveniji, smo ugotovili, da je poleg genotipa E. granulosus G1 pomemben povzročitelj 
okužb ljudi v Sloveniji tudi E. canadensis genotipa G7, katerega glavni vmesni gostitelji so 
prašiči. Za preprečevanje okužb je pomembna higiena rok, zlasti po stiku s psom, in 
temeljito pranje surovega sadja ter zelenjave. Prav tako je pomembno tudi spremljanje 
prekuženosti psov in njihovo preventivno zdravljenje ter zdravljenje ob okužbah. 
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